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A cromoblastomicose (CBM) é uma micose subcutânea, crônica, de distribuição 
cosmopolita, causada por vários fungos demáceos, pigmentados e dimórficos. Pacientes 
com a doença ainda são tidos como desafio terapêutico, principalmente devido à sua 
natureza recalcitrante. Tendo em vista a persistência do fungo no tecido e a cronicidade 
das lesões, a ativação do sistema imunológico do hospedeiro apresenta grande 
relevância nessa micose. Após infecção com diferentes formas do fungo Fonsecaea 
pedrosoi (conídios, hifas e células muriformes) isoladamente foi observado 
manifestações distintas da CBM murina experimental de modo que a infecção com 
células muriformes promoveu o estabelecimento de doença mais duradoura em 
comparação à infecção com as demais formas do fungo. Ademais, foi visto que a 
presença de hifas e, principalmente, de células muriformes na lesão, mas não de 
conídios, está relacionada com alta produção de citocinas pro-inflamatórias durante o 
estabelecimento da CBM experimental. Sequenciamento de alto desempenho do RNA 
(RNA-seq) de macrófagos recém-migrados para o peritônio em co-cultivo com conídios 
ou células muriformes do fungo mostraram que a interação com células muriformes, 
mas não com conídios, acarreta em intensa regulação positiva de genes relacionados 
com a resposta inflamatória do hospedeiro repercutindo em alta produção de citocinas 
pró-inflamatórias, de modo que o estabelecimento de inflamação exacerbada foi 
correlacionado com a persistência do fungo na lesão. Mecanismos efetores e a 
expressão de genes importantes na ativação da resposta imune adaptativa estão inibidos 
na interação com as formas do fungo. Análise das subpopulações de linfócitos T no 
linfonodo drenante e no sítio de infecção no curso da CBM murina experimental por 
citometria de fluxo mostraram polarização de linfócitos T com perfil regulatório no 
linfonodo poplíteo ao passo que no coxim plantar foi observada a predominância de 
XIX 
 
Th17 nos estágios iniciais da doença, sendo sucedida por uma polarização Th1 nos 
estágios mais tardios, relacionados com a remissão da doença. Ensaios in vivo de 
neutralização de IL-17A e IFN-γ obstaram o processo de eliminação do fungo no curso 
da doença. De modo semelhante, animais dectina-2 KO, os quais apresentaram redução 
na população de Th17 no curso da doença, mostrou redução da carga fúngica 
prejudicada nos primeiros 15 dias de infecção sem, contudo, afetar a resolução da 
doença. Por fim, depleção in vivo de células CD25+, a qual leva à redução de células 
Treg presentes no linfodo drenante, repercutiu em maior redução da carga fúngica nos 
primeiros 15 dias de infecção, todavia se opos ao processo de remissão da doença 
observado no modelo experimental murino. Assim, de modo geral, o presente trabalho 
traz novos elementos na compreensão da imunopatologia da doença, de forma que 
trabalhos futuros envolvendo a imunomodulação da resposta do hospedeiro para aquela 
mais efetiva pode representar uma estratégia promissora no tratamento, não só da CBM, 
como das demais micoses. 
 
Palavras chaves: Cromoblastomicose, Fonsecaea pedrosoi, imunopatologia, 





Chromoblastomycosis (CBM) is a chronic worldwide subcutaneous mycosis, caused by 
several dimorphic, pigmented dematiaceous fungi. Patients with the disease are still 
considered as therapeutic challenge, mainly because of its recalcitrant nature. Due to 
fungal persistence in the tissue and lesions chronicity, the immune system activation in 
the host is highly relevant in this mycosis. After infection with different Fonsecaea 
pedrosoi fungal forms alone (conidia, hyphae and muriform cells), it was observed 
distinct manifestations of experimental murine CBM so that infection with muriformes 
cells promoted the establishment of longer lasting disease compared to infection with 
other fungal forms. Moreover, the presence of hyphae and especially muriformes cells 
in skin lesions, but no conidia, is related with high production of pro-inflammatory 
cytokines during the establishment of experimental CBM. High throughput RNA 
sequencing (RNA-seq) of Thioglycollate-elicited peritoneal macrophages co-cultivated 
with conidia or muriformes fungal cells showed that the interaction with muriformes 
cells, but not with conidia, results in strong upregulation of genes related to 
inflammatory response leading to a high production of proinflammatory cytokines, 
while exacerbated inflammation was correlated with the persistence of the fungus on the 
lesion. Effector mechanisms and the expression of genes important to adaptive immune 
response activation are inhibited in the interaction with the fungal cells. Analysis of T 
lymphocyte subpopulations in draining lymph node and in the site of infection during 
the course of experimental CBM by flow cytometry showed polarization of T 
lymphocytes with regulatory status in the popliteal lymph node while in the footpad was 
observed predominance of Th17 in the early stages of disease, being succeeded by Th1 
popularization in the later stages, which is associated with disease remission. In vivo 
analysis with IL-17A and IFN-γ neutralization hindered fungal cell elimination in the 
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course of the disease. Similarly, dectin-2 KO animals, Th17 contraction in the course of 
the disease showed fungal burden impairment in the first 15 days of infection, but did 
not affected the disease resolution. Finally, in vivo depletion of CD25+ cells, which 
leads to reduction of Treg cells in the draining lymph node, reflected in greater 
reduction in fungal burden in the first 15 days of infection, however it opposes to 
disease remission observed in the experimental CBM. Thus, in general, this study brings 
new elements in the understanding of the immunopathology of CBM, so that future 
work involving immunomodulation of the host response to a more effective pattern can 
represent a promising strategy for the treatment, not only of CBM, but to other mycoses 
as well. 
Key words: Chromoblastomycosis, Fonsecaea pedrosoi, immunopathology, 







A cromoblastomicose (CBM) é uma micose subcutânea crônica, 
granulomatosa, supurativa, por vezes debilitante, causada por fungos filamentosos, 
dimórficos, pertencentes à antiga família dos Dematiaceousa [1–3]. Os membros dessa 
família são caracterizados por apresentarem coloração variável de verde escuro à 
marrom e negro devido à presença de melaninas. Essas, por sua vez, são importantes 
por estarem associadas à virulência b  de vários microorganismos reduzindo sua 
suscetibilidade face aos mecanismos de defesa do hospedeiro [4,5]. 
A doença foi estudada pela primeira vez em 1911 por Alexandrino Pedroso 
(São Paulo, Brasil), embora os seis primeiros casos tenham sido descritos somente em 
1914, pelo médico alemão Max Rudolph. Radicado no Brasil, Rudolph descreveu uma 
doença exótica de nome “figueira” em trabalhadores rurais nas divisas do Estado de 
Minas Gerais e São Paulo [6,7]. No ano seguinte, Lane e Medlar publicaram os 
primeiros aspectos clínicos da doença com o isolamento de fungos pigmentados [8,9]. 
Mais tarde, Terra e colaboradores (1922) estabeleceram o termo “cromoblastomicose” 
                                                          
a
 Os fungos dematiáceos formam um grupo de inúmeros gêneros e espécies intimamente relacionadas, 
tornando a sua taxonomia controvertida e polêmica. As técnicas de biologia molecular, associadas aos 
caracteres morfológicos, bioquímicos e fisiológicos têm dado novos rumos à taxonomia desses fungos. 
Dessa forma, a família Dematiaceae deixa de existir e os fungos negros patógenos humanos passam a 
integrar a família Herpotrichiellaceae [30,218]. 
b
 No presente trabalho, entenda-se por “Virulência”, a capacidade patogênica de um agente biológico, 
medida pela mortalidade que ele produz e/ou por seu poder de invadir tecidos, bem como pela sua 
capacidade de evasão frente aos mecanismos de defesa do hospedeiro. 
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para designar essa doença [10]. Tal termo foi validado em 1992, embora outros nomes 
também tenham sido empregadosc [2,11].  
A maioria dos casos da micose é reportada no Brasil, Madagascard, África do 
Sul e Costa Rica. No continente americano também foram diagnosticados casos: no 
México, Cuba, República Dominicana, Colômbia, Equador e Venezuela [12]. Apesar de 
apresentar características climáticas similares, o continente asiático registra baixos 
índices da doença, sendo a maioria dos casos observados no Sri Lanka, Índia, China e 
Japão [13–15]. Pequeno número de casos tem sido descrito nos Estados Unidos e 
Europa [16]. 
No Brasil, também são consideradas áreas endêmicas o Rio Grande do Sul, São 
Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e a região amazônica (Espadim & Pinto, 1997). 
Foram diagnosticados: entre 1985 e 1996, 71 casos no estado do Paraná [18]; entre 
1963-1998, 100 casos diagnosticados no estado do Rio Grande do Sul [19] e, após um 
estudo, entre 1942-1997, 325 casos foram diagnosticados na região Amazônica [20].  
Vários fungos demácios estão relacionados com a etiologia da doença 
(natureza multietiológica). No entanto, Fonsecaea pedrosoi e Cladophialophora 
carrionii são as espécies identificadas com maior frequência. Ambos são encontrados 
em regiões tropicais e subtropicais, embora o F. pedrosoi seja encontrado 
preferencialmente em áreas úmidas enquanto o C. carrionii é prevalente em áreas de 
clima semi-áridos [12,19–22]. 
                                                          
c
 Vários nomes já foram atribuídos à doença descrita inicialmente por Rudolph: figueira, formigueiro, 
dermatite verrucosa blastomicótica, dermatite verrucosa cromomicótica, cromomicose, cromomicose 
cutânea, cromoblastomicose cutânea, doença de Medlar, doença de Gomes, doença de Pedroso, doença de 
Carrion, doença de Pedroso e Carrion, micose de Lane e Pedroso, doença de Fonseca, sundra, susna, 
blastomicose negra e moléstia de guiteras são alguns exemplos [2,8]. 
d
 Madagascar é considerada área endêmica da CBM com elevado número de ocorrências, sendo 
registrados cerca de 1400 casos entre os anos de 1955 a 1996. Estudos retrospectivos, na região, 
mostraram que a incidência anual da infecção é de 1:200.000 habitantes, com sub-áreas de elevada 




Com menor frequencia, a CBM pode ser causada por Fonsecaea compacta, 
Phialophora verrucosa, Rhinocladiella aquaspersa ou Exophiala dermatitidis [2,23–
26]. E. jeanselmei e E. spinifera também foram observados formando células 
muriformes em lesões típicas da CBM [27–29]. Todos esses agentes etiológicos 
pertencem à mesma ordem de ascomicetos, a Chaetothyriales. Estudos taxonômicos 
moleculares revelaram que F. compacta representa uma variante morfológica de F. 
pedrosoi e, recentemente, F. monophora foi descrita como uma nova espécie com 
fenótipo similar à F. pedrosoi, porém, geneticamente distinta [30,31]. Embora F. 
monophora seja considerada espécie oportunista, pouco relacionada à CBM, estudos 
moleculares revelaram ser o agente predominante em casos da doença no sul da China, 
conforme demonstrado na tabela 1 [14,32]. 
Tabela 1. Principais agentes etiológicos da cromoblastomicose.  
Fonsecaea pedrosoi É o agente da CBM mais frequente no mundo 
(70-90%). Responsável pela maioria dos casos no 
Brasil, México, Norte de Madagascar e Japão. 
Cladophialophora carrionii Predominante em regiões endêmicas de clima 
seco. Compreende a maioria das espécies 
encontradas na Austrália, Sul de Madagascar, 
África do Sul e Cuba. 






Raros agentes etiológicos da CBM. 
Adaptado de Ameen (2008) [33]. 
Comumente, a CBM desenvolve-se após a inoculação transcutânea de 
propágulos fúngicos (fragmentos de hifas e conídios), geralmente em decorrência de 
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traumas por fragmentos vegetais contaminados, como espinhos e lascas de madeira 
[34]. No entanto, embora os relatos sejam raros, outras vias de infecção também foram 
descritas, as quais incluem: inalação de esporos e disseminação hematogênica [35]. O 
local frequentemente acometido é a extremidade dos membros inferiores, seguido de 
membros superiores, região glútea, tronco e face. Entretanto, a doença já foi igualmente 
identificada em outras partes do corpo como na axila e na córnea [36,37]. Uma vez 
instalado no tecido, o fungo adere-se às células epiteliais e diferencia-se em estruturas 
parasitárias características, denominadas células muriformes e
, f , as quais resistem à 
destruição pelas células efetoras do hospedeiro (Figura 1, B), permitindo assim o 
estabelecimento crônico da doença [16,38].  
A manifestação clínica é predominante em homens caucasianos, com idade 
entre 30 e 60 anos, atingindo principalmente trabalhadores rurais de países subtropicais 
e tropicais como o Brasil [12,19,20]. O período médio de incubação para o 
desenvolvimento da CBM ainda não é conhecido, embora na maioria dos casos a 
progressão da doença é lenta podendo levar anos ou até mesmo décadas para se 
estabelecer [2,39]. 
Clinicamente, a CBM é caracterizada pelo desenvolvimento lento de lesões 
polimórficas como: nódulos, verrugas, tumores, placas e cicatrizes [25,40]. Essas lesões 
se iniciam como erupções papulosas, nódulos (Figura 1, A) ou lesões verrucosas, 
formada nos pontos de inoculação do fungo. As placas verrucosas apresentam-se com 
aspecto crostoso e às vezes com características papilomatosas. As lesões ulceram-se 
podendo formar uma crosta aderente e espessa em sua superfície (Figura 1, C). Outras 
                                                          
e
 Além de corpos muriformes, outras denominações também são empregadas para se referir a essas 
estruturas parasitárias: corpos fumagóides, escleróticos ou células de Medlar [16]. 
f
 De acordo com Matsumoto e colaboradores (1993)[26], o termo “Muriforme” deve prevalecer sobre o 
“Esclerótico”, uma vez que esse último se refere à “escleródio”, massa compacta, geralmente 
arredondada, de hifas dormentes [219].  
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vezes apresentam um aspecto vegetante, evoluindo e tornando-se papilomatosas. 
Devido ao aumento dos vasos sanguíneos nas lesões, essas podem sangrar com 
facilidade [25,40,41]. Durante a fase inicial da doença é comum ocorrer a eliminação 
transepitelial ou dermoepitelial espontânea do fungo, em que o tecido conectivo lesado, 
pela inoculação de lascas de madeira ou espinhos, pode expelir o fungo através da 
epiderme, resultando em pontos negros na superfície da lesão [42]. Tais pontos negros 
representam uma forma de resistência do fungo, que é capaz de sobreviver por longos 
períodos e recidivar a lesão. Ao mesmo tempo, também estão relacionados à auto-
inoculação do fungo, bem como ao seu retorno à natureza [43,44]. 
 
Figura 1. Lesões características da CBM, com a presença de aspectos nodulares (A) e placas extensas 
com áreas ulcerativas e de ceratose (C). Aspectos histopatológicos também são mostrados (B) 
evidenciando célula gigante multinucleada contendo várias células muriformes do F. pedrosoi (HE, 




Fonsecaea pedrosoi  
O F. pedrosoi, cuja classificação taxonômica é posicionada no reino Fungi, filo 
Ascomycota, classe Euascomycetes, ordem Chaetothyriales e família 
Herpotrichiellaceae, é o principal agente etiológico da CBM no mundo, sendo o fungo 
frequentemente isolado das lesões [2,45]. Ele é um fungo dimórfico, pigmentado, que 
vive na natureza como saprófita (Figura 2, A-D), sendo encontrado no solo, nos 
vegetais e em troncos de madeira apodrecidos [41,46]. O F. pedrosoi foi isolado de 
algumas fontes como os espinhos da planta Mimosa pudica e do coco babaçu (Orbignya 
phalerata) [47,48]. 
O F. pedrosoi é considerado um fungo dimórfico por apresentar duas formas 
de desenvolvimento, como os conídios, hifas ou micélios, consideradas as formas 
saprofíticas e as células muriformes isoladas ou ligadas às hifas, que são consideradas a 
forma patogênica (Figura 3, A-D) [45,49,50].  
 
Figura 2. Macro e micromorfologia do Fonsecaea pedrosoi crescendo em meio rico em nutrientes. 
Aspectos macroscópicos da cultura do fungo (A-B), que apresenta coloração negra e aspecto cotonoso. 
Micromorfologia de hifas, com a presença de conidióforos terminais (setas pretas) e conídios (seta 




Figura 3. Morfologias do F. pedrosoi observados no Microscópio Eletrônico de Varredura (A-B e D) e 
no microscópio de luz (C). (A) Ultramicrografias de varredura das hifas, conidióforo (seta preta), células 
conidiogênicas, (A-B) conídios; (C-D) células muriformes do F. pedrosoi (seta preta). A,C [47]; B,E 
[45]. 
 
Diagnóstico e tratamento 
Comumente, o diagnóstico da CBM advém de exames micológicos diretos 
(utilizando KOH 20-40%) e da cultura da lesão. Associados a esses, exames 
histopatológicos de fragmentos do tecido lesionado podem ser utilizados supletivamente 
no diagnóstico, bem como para a avaliação do curso da doença [16]. Todos os agentes 
da CBM, ao serem cultivados em meios de cultura para micologia (geralmente 
Sabouraud Dextrose Agar), após 7 dias de cultura, formam colônias inicialmente verdes 
escuras, tornando-se negras com o passar do tempo [2]. 
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As células melanizadas do fungo são facilmente identificadas nos cortes 
histopatológicos corados com hematoxilina-eosina (HE), não necessitando de 
colorações especiais, embora essas possam ser empregadas nos casos em que a presença 
do fungo seja escassa (Figura 1, B) [16]. A visualização de células muriformes é 
imprescindível para a confirmação da CBM. Essas possuem estruturas globosas ou 
poliédricas de paredes espessas e acastanhadas, medindo de 4 a 12 µm de diâmetro, 
multiplicando-se por septação em dois planos distintos (Figura 3, C), em meio à reação 
inflamatória granulomatosa exsudativa. Tais estruturas fúngicas aparecem envoltas por 
células do hospedeiro, muitas vezes, no citoplasma de células gigantes, estando também 
presentes em microabscessos situados na interface da epiderme [16,34]. Apesar das 
células muriformes serem frequentemente observadas em microabscessos, por vezes 
essas células passam por transformação e apresentam-se como hifas próximas às 
camadas mais superficiais da lesão [51]. 
Histologicamente, os aspectos teciduais são similares a outras micoses 
profundas nas quais, hiperceratose e hiperplasia pseudoepiteliomatosa são os principais 
aspectos observados no estrato córneo e na epiderme. Todavia, os padrões histológicos 
apresentados na CBM variam de acordo com o aspecto da doença. Análises 
histopatológicas da lesão em pacientes com a forma verrucosa mostram reação 
granulomatosa supurativa com a presença de várias células do fungo, estando associadas 
a uma resposta do tipo Th2. Por outro lado, em biopsias de pacientes com a forma 
eritematosa há a presença de granulomas tuberculóides bem formados, com redução na 
carga fúngica, indicando resposta do tipo Th1 [16,52]. 
Pacientes com CBM ainda são tidos como desafio terapêutico, principalmente 
devido à natureza recalcitrante da doença, sobretudo nas formas clínicas mais severas. 
Não obstante à ausência de um tratamento de escolha, são utilizadas, atualmente, várias 
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possibilidades de terapia, as quais envolvem tratamentos físicos ou químicos e a 
combinação de ambos. Amputações raramente são indicadas, não havendo relatos de 
resolução espontânea da doença em humanos [2,16]. O sucesso terapêutico depende da 
gravidade da doença, de forma que as graves, geralmente, são acompanhadas de edema, 
fibrose e infecção secundária. Essas condições reduzem os níveis tissulares das drogas 
antifúngicas, impossibilitando a completa resolução da infecção [16]. 
Calor local, raios laser com luz de dióxido de carbono, crioterapia e excisão 
cirúrgica, nos casos de lesões pequenas e em estágios iniciais, são os métodos físicos 
mais utilizados no tratamento da CBM, embora os resultados ainda sejam paliativos, 
podendo haver recorrência e/ou recrudescimento [53–56]. 
As alternativas de quimioterapia incluem: 5-flucitosina (50-150 mg/kg, por dia, 
em 4 doses; itraconazol (100-400 mg, por dia); terbinafina (250-500 mg, por dia); 
fluconazol (200-600 mg, por dia); tiabendazol (25 mg/kg, por dia, em 3 doses); 
cetoconazol (200-400 mg, por dia); anfotericina B (mais de 1 mg/kg, por dia). Todos 
esses fármacos estão associados à efeitos adversos, em decorrência de longos períodos 
de tratamento, as quais incluem toxicidade renal e hepática [57–59]. 
As opções mais recorrentes de quimioterápicos abrangem o itraconazol e a 
terbinafina. O itraconazol, derivado triazólico de primeira geração, com ação 
fungistática, atuando principalmente na inibição da enzima 14-α-demetilase, a qual está 
envolvida na síntese do ergosterol g, é geralmente considerado a primeira opção no 
tratamento da CBM, devido aos excelentes resultados obtidos com esse fármaco nos 
tratamentos de diferentes formas (leve, moderada e severa) da doença [60,61]. Nas 
formas leves, a resposta clínica e microbiológica pode ser obtida em até 90% dos casos 
                                                          
g
 O ergosterol é um análogo do colesterol nos mamíferos e compreende o esterol mais abundante nos 
fungos, amebas e outros protozoários. Os esteróis são componentes essenciais das membranas biológicas 
e são responsáveis, entre outras, pela manutenção da estrutura celular [220,221]. 
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após uma média de 12 meses de tratamento contínuo. Já nas formas graves, com 
extensas lesões e complicações adicionais, como linfoedema, fibrose e infecção 
secundária, a resposta completa pode ser obtida em apenas 40% dos pacientes, em 
média após 30 meses de tratamento contínuo [34,40,61]. A segunda droga mais 
utilizada é a terbinafina, um composto antifúngico do grupo das alilaminas, a qual 
possui, segundo alguns autores, ação fungicida [62]. Em pacientes não responsivos à 
monoterapia com itraconazol ou com terbinafina, a combinação das duas drogas pode 
ser empregada [63]. Finalmente, em pacientes não responsivos ao itraconazol e/ou 
terbinafina, pode ser experimentada a anfotericina B, 1mg/kg/dia, até uma dose 
acumulativa de 2 a 2,5 mg. A prescrição de anfotercina B, intravenosa, como único 
quimioterápico, raramente é bem sucedida, devendo ser acompanhada de inoculações 
intralesionais para garantir a sua eficácia [34,64]. 
Mesmo sendo o agente etiológico mais comum, o F. pedrosoi mostra-se o 
menos suscetível às terapias antifúngicas quando comparado com C. carrionii ou P. 
verrucosa. [33]. Nesse sentido, novas estratégias de tratamento fazem-se necessárias, de 
modo que vacinas de DNA (DNA-hsp65) já foram testadas com sucesso em modelo 
animal e mostraram-se promissoras no tratamento da CBM [65]. 
De modo geral, a forma de tratamento escolhida deve ser guiada conforme 






Imunidade aos Fungos 
As barreiras físicas da pele e as superfícies das células epiteliais da mucosa do 
trato respiratório, gastrointestinal e genito-urinário constituem o primeiro conjunto de 
defesa do hospedeiro contra as infecções fúngicas [66]. Defensinas, colectinas e 
componentes do sistema complemento também promovem o reconhecimento e a 
opsonização de células fúngicas [67]. O recohecimento dessas células é mediado por 
receptores de reconhecimento padrão (PRRs) presentes nas células do hospedeiro, como 
os receptores do tipo toll (TLRs) e os receptores de lectina tipo C (como dectina-1, 
dectina-2, mincle), os quais interagem com estruturas conservadas entre os 
microorganismos denominados padrões moleculares associados aos patógenos 
(PAMPs). Após o reconhecimento dos PAMPs pelo PRRs, ocorre a ativação de sinais 
intracelulares os quais levam à ativação das células de defesa [68].  
Além de PAMPs, os PRRs de mamíferos são capazes de reconhecer, ainda, 
padrões moleculares associados ao perigo (DAMPs) que são liberados durante o 
estresse e lesão celular, como ácidos nucleicos e alarminas h  [69]. A depender dos 
PAMPs ou DAMPs, bem como dos PRRs e das células da imunidade inata envolvidas, 
o conjunto dessa interação direcionará um padrão de resposta relativamente específico 
conforme as peculiaridades de cada patógeno [68]. 
A parede celular dos fungos variam sua composição dependendo de sua 
morfologia, estágio e ambiente de crescimento, possuindo a maior concentração de 
PAMP. Os três componentes mais abundantes na parede celular de fungos importantes 
clinicamente são: β-glucanas, quitina e mananas [67,70]. Outro componente geralmente 
encontrado em fungos patogênicos é a melanina, a qual promove a sobrevivência do 
                                                          
h
 Alarminas são moléculas secretadas pelas células que morrem ou por células de defesa. São 
consideradas como padrões moleculares associadas ao perigo (DAMPs) e podem induzir um processo 
inflamatório local, e até mesmo, sistêmico. ATP e ácido úrico são exemplos de alarminas [69]. 
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fungo em diferentes microambientes, aumentando sua resistência aos mecanismos 
efetores da resposta imune do hospedeiro bem como reduzindo a sua suscetibilidade aos 
antifúngicos [71]. Tais componentes podem se apresentar em diferentes concentrações 
dependendo da espécie e, por vezes, dependendo da forma fúngica em questão, 
acarretando em profundas mudanças na interação parasito-hospedeiro [72]. 
Monócitos, macrófagos, células dendríticas e neutrófilos, além de células 
epiteliais e endoteliais, participam da resposta imune inata aos fungos por meio de 
fagocitose ou eliminação direta do patógeno, bem como pela produção de mediadores 
capazes de ativar mecanismos efetores da imunidade inata e adaptativa (Figura 4, A-C)  
[67]. A fagocitose do fungo por células apresentadoras de antígenos profissionais 
(APC), como macrófagos e células dendríticas, induz a maturação dessas células e 
promove a diferenciação de células T naive em células T auxiliares (Th) efetoras.  
As citocinas atuam como importantes mediadores da resposta inflamatória e 
também respondem por danos teciduais decorrentes de eventual desordem em sua 
produção. A indução, progressão e resolução de processo inflamatório exacerbado são 
resultados do balanço entre ambas as citocinas pró e anti-inflamatórias, bem como entre 
subpopulações patogênicas e protetoras de células T (Figura 4, A-C) [73]. 
Uma resposta imune adaptativa predominantemente do padrão Th1 está 
diretamente associada à proteção contra fungos e à efetividade de vacinas antifúngicas 
[74]. O perfil de ativação de linfócitos Th1 decorre da interação de células fúngicas com 
TLRs e receptores de lectina tipo C (CLR), levando a produção de IFNγ, 




Figura 4. Produção de citocinas e sub-populações de linfócitos T auxiliares nas infecções fúngicas, 
conforme interação com células dendríticas (A), macrófagos (B) e células epiteliais (C). Adaptado de 
Romani (2011) [66]. 
IL-4 e IL-13 direcionam a diferenciação de células T naive em linfócitos do 
padrão Th2 os quais em geral atenuam a resposta imunológica induzida pelo padrão Th1 
e favorecem a ativação alternativa dos macrófagos, acarretando eventualmente no 
favorecimento das infecções fúngicas, na recidiva da doença e, ainda, no 
desenvolvimento de reações alérgicas mediadas pela presença de células fúngicas 
[78,79]. Por outro lado, certo nível de proteção nas infecções causadas por fungos pode 
ser conferido pela resposta Th2 quando do favorecimento de resposta do tipo Th1 
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[80,81] ou por meio da alteração do tráfico intracelular de fungos dentro de macrófagos 
[82].  
Imunoglobulinas específicas são capazes de conferir proteção contra 
microorganismos, promovendo a fagocitose, a ativação do complemento, a 
neutralização de toxinas e vírus, bem como a potencialização da citotoxicidade mediada 
por células dependente de anticorpos. Ligação de anticorpos à cápsula de polissacarideo 
do fungo Cryptococcus neoformans é capaz tanto de promover a sua opsonização 
quanto de inibir a liberação de polissacárido e formação de biofilmes [83,84]. Mais 
ainda, estudos recentes mostram que a interação com anticorpos capazes de reconhecer 
a parede do fungo pode afetar o seu metabolismo, de modo que a ligação de anticorpos 
monoclonais às células de C. neoformans foi associada com mudanças na expressão 
gênica, fosforilação de proteínas, metabolismo lipídico, taxa metabólica e 
suscetibilidade a antifúngicos por parte desse patógeno [85]. 
Junto com a resposta Th1, a população de linfócitos Th17 também está associada 
ao padrão de resposta protetora contra infecções fúngicas [86,87]. Linfócitos Th17 
desempenham papel importante na resposta do hospedeiro contra patógenos 
extracelulares, embora também estejam associados à patogenia decorrente de desordens 
de cunho autoimune e alérgicas. Células Th17 estão presentes no repertório de linfócitos 
T fungo-específicos de memória em humanos [88–90] e mediam a proteção induzida 
por vacina em camundongos [91]. 
Células Th17 e linfócitos T reguladores (Treg) são frequentemente encontrados na 
superfície de mucosas onde atuam na proteção contra microrganismos patogênicos e 
limitam as respostas excessivas de células T, respectivamente. A diferenciação de 
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células T naive em Th17 e Treg é finamente regulada por mediadores chaves como 
TGF-β, IL-6 e ácido retinóico [92]. 
Em infecções causadas por fungos, o processo de tolerância imunológica 
observado na mucosa respiratória ou gastrointestinal está intimamente relacionado à 
atividade das Treg. No entanto, com o objetivo de reduzir os impactos de uma resposta 
imune celular exacerbada, o padrão de resposta induzido pelas células Treg pode limitar 
a eficácia de resposta imune protetora, acarretando na eventual persistência de células 
fúngicas nos hospedeiros [93] e, finalmente, a imunossupressão [94]. Assim, ao mediar 
a qualidade e a magnitude das respostas efetoras tanto da imunidade inata quanto da 
adaptativa, as células Treg podem ser responsáveis por uma gama de perfis de resposta 
imunológica, variando desde a indução de tolerância à intensa imunossupressão.  
De modo geral, as doenças fúngicas representam um paradigma importante em 
imunologia, uma vez que podem resultar tanto da falta de reconhecimento pelo sistema 
imunitário quanto da superativação da resposta imunológica com indução de resposta 
inflamatória exarcerbada [67] 
De todas as doenças causadas por fungos a aspergilose tem sido uma das mais 
investigadas. Em humanos, a aspergilose invasiva afeta indivíduos altamente 
imunocomprometidos, progredindo rapidamente podendo levar o paciente à óbito. Essa 
doença é caracterizada pela destruição tecidual associada com a abundante presença de 
hifas em tecido necrótico [95]. Falhas na resposta imunológica do hospedeiro 
envolvendo neutropenia, tratamento com corticosteróides e tratamento 
imunossupressivo para transplantes resultam em predisposição à aspergilose invasiva 
[96]. A resposta imune do hospedeiro na aspergilose compreende a seguinte sequencia 
de eventos: (1) o reconhecimento do patógeno; (2) o estabelecimento de resposta efetora 
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da imunidade inata; (3) resposta adaptativa robusta com a formação de células de 
memória. 
Queratinocitos, neutrófilos, macrófagos, eosinófilos e basófilos compreendem a 
primeira linha de defesa contra a infecção de Candida albicans. Neutrófilos são 
considerados as células efetoras que primeiramente atuam na eliminação do fungo in 
vivo. Essas células possuem, ainda, papel imunomodulador no desenvolvimento da 
resposta de linfócitos T auxiliares. O fato de que neutrófilos são abudantes nos sítios de 
infecção com C. albicans e capazes de produzir seletivamente citocinas como IL-12 e 
IL-10, sugerem que essas células são importantes na determinação do padrão de 
resposta imune adaptativa no curso da infecção [97,98]. Resistência à infecção com C. 
albicans está associada com o padrão de resposta Th1, enquanto a imunidade mediada 
por Th2 é associada com a susceptibilidade à infecção. 
Por sua vez, a resolução da criptococose pulmonar requer o desenvolvimento de 
um padrão de resposta do tipo Th1 seguido de recrutamento e ativação de leucócitos no 
pulmão. O infiltrado leucocitário em resposta à infecção com Cryptococcus neoformans 
inclue um mix de células de origem linfoide e mieloide, capazes de matar ou inibir o 
crescimento do fungo [66,97]. Neutrófilos e macrófagos são as duas principais células 
fagocíticas responsáveis pela eliminação do fungo no tecido. Populações de linfócitos T 
CD4+ são essenciais no controle do fungo. A resposta antígeno específica de linfócitos 
T CD4+ ocorre após o reconhecimento pelo receptor de linfócitos T de antígenos 
apresentado por células apresentadoras de antígeno em contexto de MHC II. Na 
hipótese de disseminação do fungo para o cérebro, foi demonstrado que a resistência do 
hospedeiro na criptococose cerebral é mediada por linfócitos T CD4+, de modo que a 
depleção de linfócitos T CD8+ não tiveram efeitos detectáveis na doença in vivo. 
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Entretanto, essas populações de linfócitos participam ativamente na contenção da 
infecção no pulmão [99]. 
A resposta imune do hospedeiro desempenha um papel fundamental também na 
progressão da paracoccidioidomicose (PCM), já que direciona a evolução da doença 
para uma das formas clínicas. O granuloma é um componente essencial na defesa contra 
infecção com Paracoccidioides brasiliensis, sendo constituído principalmente por 
macrófagos. Vários estudos clínicos e experimentais sugerem que macrófagos ativados 
pelos linfócitos T têm papel fundamental na resistência a esse fungo. Nos granulomas, 
as células T, que se localizam perifericamente, formam um manto ao redor dos 
macrófagos que estão agregados no centro. A relação das células apresentadoras de 
antígenos com linfócitos resultam na liberação de fatores estimuladores de célula T, 
como interleucina 2 (IL-2). Estes linfócitos ativados secretam IL-2 e IFN-γ que atraem, 
e ativam os macrófagos nos focos inflamatórios. Além disso, a diferenciação dos 
macrófagos em células epitelióides nos granulomas, também é estimulada por IL-2 e 
IFN-γ [100–103]. 
O papel de proteção da resposta imune humoral na paracoccidioidomicose é 
controverso. Embora possa facilitar a opsonização de fungos e mediar sua lise via 
complemento em soro de pacientes com a doença ativa [104] a superprodução de 
anticorpos em pacientes com PCM reflete na desregulação do balanço da resposta 
humoral, sendo relacionada com um mau prognóstico da doença. A produção de 
anticorpos específicos das classes IgG, IgM e IgA é induzida pela infecção por 
P.brasiliensis [105,106]. Com a disseminação da doença, observa-se a ativação 
policlonal de células B (com produção de altos níveis de anticorpos das classes IgG, IgE 
e IgA) e resposta imune celular comprometida [107]. O alto nível de anticorpos nestes 
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casos deve-se à multiplicação e à disseminação das leveduras no interior de fagócitos 
[108]. 
 
Imunopatologia da cromoblastomicose e respota inflamatória 
Devido à persistência do fungo no tecido e a cronicidade das lesões, a ativação do 
sistema imunológico do hospedeiro apresenta grande relevância nessa micose. A 
virulência, viabilidade e quantidade de inóculo do parasita, além dos fatores 
relacionados ao hospedeiro como idade e condições imunológicas são fatores 
determinantes do curso da infecção. Os mecanismos de defesa influenciam no 
surgimento e na severidade das infecções fúngicas, assim como a forma clínica da 
doença depende da resposta imune do hospedeiro [38,66]. 
A reação granulomatosa, característica das lesões na CBM, associada com 
abscessos ricos em neutrófilos, demonstra a incapacidade das células fagocíticas em 
eliminar completamente o fungo. Os neutrófilos representam a primeira linha de defesa 
do hospedeiro seguido por macrófagos ativados, às vezes na forma de células 
epitelióides e/ou células multinucleadas gigantes [109]. Tais fagócitos destroem as 
células fúngicas pela produção de reativos intermediários do oxigênio, produção de 
mieloperoxidase ou outros componentes secretados por essas células, atuando de forma 
fungistática, embora haja evidências de que estruturas do fungo (como a melanina) 
possam modular negativamente a capacidade do macrófago em eliminar o fungo in vitro 
[110–112]. Além da ação de fagocitose, essas células podem desempenhar a função de 
células apresentadoras de antígeno aos linfócitos T, estimulando a produção de 
interferon gama (IFN-γ) e de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), bem como 
participando da formação da resposta inflamatória granulomatosa [113]. 
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Estudos envolvendo componentes de parede do F. pedrosoi e de outros agentes 
da CBM ainda são insipientes, contudo, já foi descrito na literatura que moléculas como 
as β-glucanas presentes na parede celular do fungo estimulam a resposta dos TLRs 
indicando que tal mecanismo esteja envolvido na resposta imune inata contra a CBM 
[114]. β-glucanas estão também envolvidas na ativação da capacidade fungicida de 
neutrófilos, ao se ligarem à dectina-1, tendo sido recentemente associadas ao controle de 
infecções fúngicas [115,116].  
De forma análoga, estruturas semelhantes à manose, dentre outros 
componentes da parede do fungo como a fração F1 (constituída basicamente de quitina 
e β-1,3-glucana), são capazes de auxiliar o hospedeiro no controle da 
cromoblastomicose [117,118]. De Medeiros Nobrega e colaboradores (2010) mostraram 
que a fração F1 do F. pedrosoi é capaz de estimular a produção de IL-12, estando 
relacionada com a ativação da resposta imune protetora no combate ao fungo [118]. 
Os mecanismos da imunidade adaptativa na CBM incluem tanto a resposta 
imune mediada por linfócitos Th1 quanto Th2. Em pacientes com a doença, ocorre a 
produção de anticorpos específicos (IgG1, IgM e IgA), identificados tanto por ELISA 
quanto por immunoblotting [119,120].  Assim como em outras doenças crônicas, 
causadas por infecções fúngicas, a resposta Th2 não parece desempenhar papel protetor 
quando comparada com a imunidade mediada Th1 [16]. Gimenes e colaboradores 
(2005) demonstraram que, em pacientes com a forma severa da CBM, ocorre a 
produção, preponderante, de IL-10 e baixos níveis de IFN-γ, acompanhadas de 
proliferação celular (de células T) ineficiente (características da resposta do tipo Th2) 
[121]. De forma contrária, em pacientes com a forma branda, há intensa produção de 
IFN-γ, baixos níveis de IL-10 e proliferação celular eficiente (típico de resposta do tipo 
Th1). Estudos em camundongos atímicos, infectados com F. pedrosoi, mostraram que, 
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durante a infecção, os granulomas tornavam-se difusos e confluentes com distribuição 
aleatória do fungo, reforçando o papel da resposta imune celular na CBM [122]. 
A resposta imune do hospedeiro também interfere com o tipo de lesão 
predominante da doença. Na forma verrucosa, há a prevalência de citocinas do padrão 
Th2, com a presença de reação granulomatosa supurativa. Já na forma eritematosa há a 
ocorrência de granulomas tuberculóides bem formados, associados à produção de 
citocinas do padrão Th1 [16,52]. 
Estudos recentes identificaram, por meio de imunohistoquimica, uma 
participação maciça de linfócitos T secretores de IL-17 em infiltrados inflamatórios de 
lesão de pacientes com CBM, ao passo que poucas células expressando o fenótipo 
regulatório foram observadas [123]. Expansão de células Th17 também foi observada 
em linfonodos de camundongos infectados com conídios de F. pedrosoi, tendo sido 
relacionada com o reconhecimento do fungo pelos receptores dectina-1 e dectina-2 
[124]. Todavia, camundongos infectados com conídios foram incapazes de induzir 
produção de citocinas pró-inflamatórias como TNFα após 7 dias de infecção, de modo 
que essa só é reestabelecida após a co-estimulação com agonistas de TLRs [125].  
O processo inflamatório é a resposta imediata do organismo a danos teciduais e 
infecção por patógenos. O processo inflamatório possui basicamente duas fases: aguda e 
crônica. A fase aguda é caracterizada por febre, dor e edema, enquanto que a fase 
crônica é caracterizada por proliferação celular. A inflamação aguda, com duração 
relativamente curta, apresenta eventos vasculares como exsudação plasmática e 
migração de neutrófilos, sendo mediada pela liberação de mediadores químicos além de 
citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias. Infiltrado leucocitário na região podem 
remover o estímulo e iniciar o processo de reparação tecidual [126,127]. A inflamação 
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crônica apresenta duração mais longa e está associada à presença de linfócitos e 
macrófagos, proliferação de vasos sanguíneos e necrose tecidual [127]. A inflamação 
crônica pode estar associada à desregulação de resposta inflamatória ativa, com lesão 
tecidual. Inflamação persistente está associada com várias condições crônicas em 
humanos, incluindo alergias, aterosclerosis, câncer, artrite e doenças autoimunes [126]. 
Os componentes básicos de um processo inflamatório envolvem eventos 
irritativos, vasculares, exsudativos e celulares. Alguns autacóides como a histamina e a 
serotonina, considerados mediadores de ação rápida, e a plasmina, bradicinina, 
prostaglandina, tromboxano e leucotrieno, mediadores de ação prolongada, agem 
promovendo a vasodilatação e o aumento da permeabilidade vascular, enquanto que 
quimiocinas, selectinas e integrinas participam do processo de migração celular dos 
leucócitos para o local da inflamação [128]. 
Muito embora a inflamação nos estágios iniciais do processo de infecção se 
mostre benéfica e eficiente em sua contenção, uma resposta inflamatória exacerbada 
pode ser perniciosa e eventualmente se opor à erradicação do agente infeccioso. Ao 
menos em casos clínicos específicos, a cronicidade da doença pode ser resultado de uma 
resposta inflamatória exagerada a qual provavelmente compromete a habilidade do 
hospedeiros em lidar com o agente infeccioso, não se tratando de uma suscetibilidade 
intrínseca do hospedeiro frente a infecção [67]. 
Embora os modelos experimentais utilizando conídios de F. pedrosoi descritos 
acima contribuam sobremaneira no entendimento da interação parasito - hospedeiro na 
CBM, esses não são capazes de elucidar completamente a patogenia da doença 
deixando uma lacuna em sua compreensão, principalmente no que diz respeito à 
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resposta inflamatória crônica característica da CBM observada em humanos 
[2,16,34,129]. 
Considerando a crescente incidência de micoses sistêmicas e oportunistas no 
mundo inteiro, principalmente em pacientes imunossuprimidos, cada vez mais se 
tornam necessárias novas pesquisas no intuito de ampliar o conhecimento existente 
sobre a interação parasito-hospedeiro e, consequentemente, sobre a imunopatologia das 
micoses. Assim, e considerando, ainda, que a maioria dos estudos relacionados à CBM 
é realizada em pacientes com a doença já estabelecida, este trabalho foi executado 






O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo geral de elucidar a 
interação parasito-hospedeiro na CBM murina e seu impacto na imunopatologia da 
doença. Para tal, foram estabelecidos os seguintes objetivos específicos: 
i. compreender o papel das diferentes formas do fungo no desenvolvimento 
da CBM experimental; 
ii. analisar a interação parasito-hospedeiro das diferentes formas do fungo e 
fagócitos murinos, bem como o seu impacto na imunopatologia da doença;  
iii. identificar e avaliar a participação das subpopulações de linfócitos T CD4+ 
na CBM murina e sua relevância para o processo de remissão da doença, 
observada no modelo experimental. 
Para melhor compreensão do presente trabalho, este foi divido em três capítulos, 













Análise do desenvolvimento da CBM murina após infecção 
com diferentes formas do fungo F. pedrosoi. 
 
 
No presente capítulo será avaliada, por meio de 
análises morfométricas, quantificação de unidades 
formadoras de colônia, quantificação de citocinas e 
análises histopatológicas, a capacidade das diferentes 
formas do fungo F. pedrosoi (conídios, hifas e células 
muriformes) em desenvolver a CBM murina com lesões 





1.1 Materiais e Métodos 
 
1.1.1 Cultivo e isolamento das formas fúngicas de F. pedrosoi 
Colônias de F. pedrosoi (ATCC 46428) foram mantidas inicialmente a 37º C, 
em meio Sabouraud Dextrose Ágar (SDA, Himedia) contendo 100mg/mL de 
Cloranfenicol. Com o objetivo de maximizar a produção de conídios, fragmentos de 
hifas oriundos do meio SDA, foram cultivados em meio Batata Dextrose (BD, 10% 
batata e 1% dextrose) por sete dias. 
No intuito de aumentar a virulência do fungo e adaptar a cepa às condições de 
sobrevida em animal, o cultivo de F. pedrosoi (ATCC 46428) em BD, foi inoculado no 
coxim plantar dos animais de experimentação sob a concentração de 2x10
7
 células/mL 
(50µl por pata). Após 15 dias de infecção, o tecido lesionado foi divulsionado e o fungo 
foi recuperado em meio SDA (Himedia), contendo 100mg/mL de cloranfenicol. Esse 
procedimento foi repetido por duas vezes.  
Para a obtenção de conídios e hifas purificadas, foram utilizados propágulos 
virulentos do fungo F. pedrosoi, cultivados em meio BD, a 37º C, sob rotação de 180 
rpm. Após 7 a 14 dias de cultivo, a suspensão do fungo contendo fragmentos de hifas e 
conídios foi inicialmente filtrada em lã de vidro estéril para remover grumos maiores. 
Em seguida, a suspensão foi submetida à filtração em cell strainer (BD) de 70µm, 
seguido de filtração em cell strainer de 40 µm. Fragmentos de hifas retidas no cell 
strainer de 40 µm (medindo cerca de 40 a 70 µm) foram ressuspendidos em tampão 
salino fosfato (PBS) e centrifugados duas vezes a 1000g, proporcionando uma 
suspensão de fragmentos de hifas com mais de 98% de pureza (Figura 5, B). 
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A suspensão de células fúngicas contendo conídios e fragmentos de hifas 
menores que 40 µm foi submetida à filtração em membrana de celulose com porosidade 
de 14µm (J Prolab) e em seguida centrifugada duas vezes a uma velocidade de 3000g e 
ressuspendida em PBS, proporcionando suspensão de conídios com no mínimo 98% de 
pureza (Figura 5, A). Os propágulos para inoculação nos animais de experimentação 
foram preparados misturando-se fragmentos de hifas e conídios purificados, na 
proporção de 3:1 (Figura 5, D). 
 
Figura 5. Microscopia ótica das formas do fungo F. pedrosoi purificadas. Conídios (A) e fragmentos de 
hifas (B) cultivados em meio BD, pobre em nutrientes. Células muriformes cultivadas em meio 
Butterfield suplementado com propranolol (C). Propágulo fúngico constituído por fragmentos de hifas e 
conídios (D). Aumento de 400x (A-D). 
As células muriformes, por sua vez, foram obtidas por meio de cultura de 
propágulos do fungo F. pedrosoi em meio quimicamente definido Butterfield (BF), 
suplementado com propranolol a 37ºC, pH 2,7 sob 150 rpm, conforme previamente 
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descrito [130]. Após 45 dias de cultura, células muriformes foram coletadas e lavadas 
três vezes com PBS, seguidas de centrifugação a 1000g. A suspensão contendo células 
muriformes foi então filtrada com o auxílio de cell strainer de 40µm, proporcionando 
células muriformes com mais de 90% de pureza (Figura 5, C). 
 
1.1.2 Preparação do inóculo e infecção 
Os conídios, fragmentos de hifas, células muriformes e propágulos (fragmentos 
de hifas + conídios na proporção de 3:1) do fungo F. pedrosoi foram quantificados em 
câmara de Neubauer e, em seguida, ajustados em uma suspensão contendo 2x10
7
 células 
viáveis/mL em PBS estéril. A viabilidade das células foi determinada utilizando o 
corante azul de algodão (Lactophenol cotton blue staining) [131]. 
Os animais de experimentação foram então infectados com o inóculo de F. 
pedrosoi no coxim plantar, de forma que cada pata foi inoculada com 50µL contendo 
1x10
6
 conídios, fragmento de hifas, células muriformes ou propágulos do fungo. 
 
1.1.3 Animais de experimentação e design experimental 
Camundongos da linhagem BALB/ci, machos, de 6 a 8 semanas de idade foram 
adquiridos da Universidade de São Paulo (USP) e mantidos em condições apropriadas, 
com fornecimento de água e ração ad libitum, no biotério da Faculdade de Medicina da 
UnB. 
                                                          
i
 Ensaios prévios do grupo mostraram que camundongos da linhagem BALB/c são capazes de 
desenvolver CBM experimental após inoculação com propágulos do fungo F. pedrosoi. As lesões 
desenvolvidas nesses animais são semelhantes às observadas em pacientes com a doença. 
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Além do grupo de animais sadios, os animais foram divididos em outros quatro 
grupos experimentais, contando com 32j animais por grupo:  
I. animais infectados com conídios; 
II. animais infectados com fragmentos de hifas; 
III. animais infectados com células muriformes; 
IV. animais infectados com propágulos (contendo fragmentos de hifas e 
conídios na proporção de 3:1). 
A cada três dias, o diâmetro da área acometida com a infecção foi mensurado 
com o auxílio de um paquímetro, de modo que após 3, 15, 30 e 45 dias de infecção, os 
animais de cada grupo foram eutanasiados por exposição prolongada ao CO2, seguidos 
da excisão cirúrgica do coxim plantar para análises posteriores de histopatologia, 
quantificação de unidades formadoras de colônia (CFU) e quantificação de citocinas 
(Figura 6).  
Todos os procedimentos realizados no presente trabalho estão de acordo com os 
aceitos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e foram 




Fragmentos da área lesionada foram fixados em formol tamponado a 10%, 
incluídos em parafina e os cortes consecutivos de 4 µm foram obtidos para as análises 
histopatológicas. Para a análise das lesões, os cortes foram corados primariamente: i) 
pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) para a identificação dos tecidos de granulação, 
                                                          
j
 32 animais por grupo representa a soma de dois ensaios independentes os quais contaram com 16 
animais por grupo. 
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ii) seguidos de coloração pela técnica do Tricrômio de Masson para a identificação de 
colágeno. 
 
1.1.5 Quantificação de formas fúngicas na lesão e recuperação das 
Unidades Formadoras de Colônia (UFC) 
Para a quantificação de células fúngicas na lesão, os cortes histológicos descritos 
acima foram analisados em microscópio óptico e, com o auxílio de um retículo acoplado 
à ocular, foi possível determinar a concentração das formas do fungo F. pedrosoi por 
mm
2
 de lesão. Foram analisados 3 cortes histológicos por grupo e vinte campos 
escolhidos aleatoriamente. Para a obtenção da concentração por mm
2
 de lesão, foi 
utilizada a seguinte fórmula: C=Ct/0,0625, onde C representa a contagem em mm
2
, Ct a 
contagem obtida no retículo e 0,0625 o fator de conversão para a objetiva de 100x. 
Para a recuperação das unidades formadoras de colônia presentes na lesão, 
fragmentos do tecido das patas foram pesados, divulsionados em 1 mL de PBS estéril e 
plaqueados em placas de Petri contendo meio SDA, seguidos de incubação a 37 ºC, por 
7 dias. Foram contadas as unidades formadoras de colônias em todas as placas e os 
resultados foram expressos em UFC por grama de lesão ± desvio padrão da média 
(SEM). 
 
1.1.6 Quantificação de citocinas no macerado de lesão 
A quantificação de IL-1β, IL-6, TNFα e MCP-1 presentes no macerado da lesão 
foi realizada pelo método imunoenzimático (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - 
ELISA), utilizando-se o kit Ready-Set-Go da empresa eBioscience e conforme os 
procedimentos estabelecidos pelo fabricante. O nível absoluto de citocinas presentes no 
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macerado de lesão foi calculado com base na curva padrão fornecida com o kit 
comercial. 
 
1.1.7 Análise estatística 
Os resultados foram obtidos considerando a soma de dois experimentos 
independentes ± desvio padrão da média (SEM), de forma que em ambos os 
experimentos os dados foram similares. Para determinar as diferenças entre os grupos 
experimentais foi utilizado o teste t, para comparação entre duas populações, ou análise 
da variância (ANOVA), seguida pelo método Bonferroni post-tests (pós teste), realizado 
no programa estatístico GraphPad Prism, versão 6.0, GraphPad Software, San Diego, 























Figura 6. Esquematização dos experimentos realizados no âmbito do Capítulo I. 
32 
 
1.2 Resultados e Discussão 
 
1.2.1 Infecção com diferentes formas do fungo F. pedrosoi acarreta em 
manifestações distintas da CBM 
Embora a CBM tenha sido descrita pela primeira vez no início do século XX, 
ainda hoje persistem dúvidas acerca de sua patogenia. Ainda não há consenso, por 
exemplo, acerca de qual forma fúngica (conídios, hifas ou células muriformes) 
consegue de fato penetrar a barreira física da pele e seria responsável por desencadear a 
doença [132]. Em 2004, foi demonstrada a presença de hifas e conídios de F. pedrosoi 
em espinhos de Mimosa pudica, tendo sido correlacionada com o desenvolvimento da 
doença em pacientes [47]. Foi observado, ainda, células muriformes no interior desses 
espinhos, com aspectos semelhantes ao observado em cortes histológicos. 
Já foi descrito que, para diversos fungos, diferentes formas fúngicas têm sido 
associadas com diferentes padrões de resposta imune, de modo que a habilidade de 
existir em diferentes formas ou de alterná-las durante o processo de infecção representa 
um importante fator de virulência, favorecendo a sobrevivência do fungo e sua 
persistência no hospedeiro [66,133,134]. Visando avaliar o papel de cada uma das 
formas do fungo F. pedrosoi na patogenia da CBM, camundongos da linhagem BALB/c 
foram infectados em cada coxim plantar com 1x10
6
 conídios ou fragmentos de hifas ou 
células muriformes. Infecção com propágulos do fungo, constituídos por fragmentos de 
hifas e conídios na proporção de 3:1, foi empregada como controle, uma vez 
comprovada a sua eficácia no estabelecimento da CBM experimental [65]. Aspectos 
clínicos da doença foram avaliados por meio de análise morfométrica, a cada três dias, e 
por análises histopatológicas após 3, 15, 30 e 45 dias de infecção. 
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Após 6 dias de infecção, todos os animais infectados mostraram a presença de 
processo inflamatório agudo no local de inoculação, com formação de edema, sendo 
esse de menor intensidade naqueles inoculados com conídios (Figura 7, A). Após esse 
período, e ao contrário daqueles infectados com hifas, células muriformes ou 
propágulos, animais inoculados com conídios apresentaram redução significativa do 
edema formado (Figura 7, A-B). Após 15 dias, a exceção do grupo infectado com 
conídios, foram observadas lesões ulcerativas no coxim plantar dos demais animais, 
semelhantes às observadas em humanos (Figura 7, B). Transcorridos 30 dias de 
infecção, evidencia-se progressiva redução das lesões formadas nos animais infectados 
com hifas, células muriformes e propágulos, não sendo mais detectado qualquer edema 
em animais infectados com conídios (Figura 7, B). Após 45 dias, apenas os animais 
infectados com células muriformes ainda exibia a presença de edema, em contraste com 
os demais grupos que apresentaram coxim plantar semelhante ao encontrado em 
animais não infectados (Figura 7, A-B). 
A análise histopatológica mostrou-se consistente com os dados morfométricos 
descritos acima, com intenso infiltrado inflamatório neutrofílico e histiocitário nos 
primeiros 3 dias de infecção. Inoculação com hifas, células muriformes e propágulos, 
mas não com conídios, exibiram, após 15 dias, ulceração de áreas exsudativas, com a 
presença de material necrótico e células fúngicas, bem como infiltrado linfocítico 
multifocal delineando um aspecto de lesão granulomatosa. Após 30 dias de infecção, 
intenso processo de reparação tecidual pôde ser observado em animais infectados com 
conídios, sendo essa mesma característica evidente apenas após 45 dias em animais 
infectados com hifas e propágulos, os quais exibiram proliferação de fibroblastos e 
intensa deposição de colágeno. Após 45 dias, apenas animais infectados com células 




Figura 7. Progressão da CBM murina induzida por diferentes formas do fungo F. pedrosoi. Análise 
morfométrica a cada três dias (A) e fotografia (B) das patas dos camundongos infectados com conídios, 
fragmentos de hifas, células muriformes ou propágulos, após 3, 15, 30 e 45 dias de infecção. ***P<0,001 




Figura 8. Quantificação de unidades formadoras de colônia - CFU (A) e cortes histopatológicos (B) após 
3, 15, 30 e 45 dias de infecção com conídios, fragmentos de hifas, células muriformes ou propágulos. 
Aumento de 100x (B) e coloração HE ou tricrômio de masson quando indicado. *P<0,05 e ***P<0,001 
em comparação com o grupo infectado com propágulos.  
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Em suma, no presente modelo utilizando camundongos BALB/c, a infecção com 
1x10
6
 conídios não foi capaz de induzir lesões ou processo inflamatório crônico. Tal 
resultado é consistente com o descrito na literatura, onde modelos análogos utilizando 
conídios do fungo F. pedrosoi também não foram capazes de estabelecer por si só a 
CBM experimental [135]. Por outro lado, infecção com hifas e células muriformes foi 
capaz de estabelecer lesões semelhantes àquelas observadas em humanos, as quais 
cursam com resposta inflamatória crônica característica, muito embora tendam ao 
processo de remissão após 45 dias de infecção. 
Importante salientar que a falha no estabelecimento da CBM murina em animais 
infectados com conídios não decorre necessariamente de uma incapacidade intrínseca 
dessas células em estabelecer a infecção e sim da habilidade do hospedeiro murino em 
eliminar essas células na fase inicial do processo infeccioso. 
 
1.2.2 Infecção com células muriformes promove o estabelecimento de 
CBM murina mais duradoura em comparação à infecção com as 
demais formas fúngicas. 
A evolução da doença nos animais infectados com diferentes formas do fungo F. 
pedrosoi foi também avaliada pela recuperação e quantificação das unidades formadoras 
de colônia presentes na lesão, mostrando redução progressiva da carga fúngica no tecido 
ao longo do tempo (Figura 8, A). 
Ao contrário da infecção com hifas ou propágulos, na inoculação com células 
muriformes foi observado um menor número de CFU nos tempos iniciais, o que pode 
ser explicado por uma menor capacidade proliferativa dessas células em comparação às 
demais. Entretanto, após 45 dias de infecção apenas animais infectados com células 
muriformes ainda apresentaram CFU em níveis detectáveis (Figura 8, A). 
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Células muriformes são tidas como estruturas fúngicas extremamente resistentes 
aos mecanismos efetores da imunidade inata e adaptativa, não apenas por sua espessa 
parede celular, mas também pela intensa deposição de melanina em sua parede, já 
descrita como potente inibidora de intermediários reativos do nitrogênio, como o óxido 
nítrico [112]. 
Na infecção com conídios, por sua vez, já não foi possível detectar CFU após 15 
dias de infecção, indicando que tais células não foram capazes de resistir à resposta 
inflamatória aguda estabelecida pelo hospedeiro nos estágios iniciais de infecção 
(Figura 8, A). 
Analisando os resultados de CFU em conjunto com os dados de morfometria e 
histopatologia, é possível concluir, ainda, que a infecção com células muriformes é 
capaz de desenvolver CBM murina mais duradoura em comparação à infecção com as 
demais formas fúngicas. 
 
1.2.3 Presença de hifas e, principalmente, de células muriformes na 
lesão, mas não de conídios, está relacionada com a alta produção 
de citocinas pro-inflamatórias durante o estabelecimento da 
CBM experimental. 
Uma vez instalado no tecido, o fungo adere-se às células epiteliais e diferencia-
se em células muriformes, as quais resistem à destruição pelas células efetoras do 
hospedeiro, permitindo assim a progressão da infecção [16,44]. 
Ao contrário do descrito por Machado e colaboradores (2011) [135], 
quantificação das formas do fungo nas lesões mostrou que tanto conídios quanto hifas 
são capazes de se transformarem-se em células muriformes (Figura 9, A-B, setas 
vermelhas). Mais ainda, foi possível observar germinação de células muriformes 
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gerando hifas no tecido (Figura 9, C, setas marrons). A presença concomitante de 
células muriformes com hifas e conídios do fungo já foi descrita anteriormente em 
lesões de pacientes com a doença [51] e torna mais complexa a compreensão de sua 
imunopatologia, uma vez que o hospedeiro precisa responder de maneira adequada a 
todas as formas do fungo presentes na infecção. 
 
Figura 9. Quantificação das formas do fungo nas lesões após infecção com conídios (A), fragmentos de 
hifas (B), células muriformes (C) ou propágulos de F. pedrosoi (D). A presença de conídios (seta preta), 
hifas (setas marrons) e células muriformes (setas vermelhas) foram quantificadas em 20 campos 
escolhidos aleatoriamente, com o auxílio de um retículo, e em três cortes distintos. O resultado está 
expresso em células fúngicas por mm
2
 de tecido.  
 
 Embora alguns poucos conídios tenham se transformado em células muriformes 
(Figura 9, A, seta vermelha), a infecção com conídios induziu níveis 
significativamente menores de citocinas pro-inflamatórias quando comparada com a 
infecção com as demais formas do fungo (Figura 10). Ensaios in vivo, após 7 dias de 
infecção, e ex vivo utilizando APC e conídios do fungo F. pedrosoi mostraram que essas 
células são reconhecidas principalmente por receptores lectina tipo C (CLRs), mas não 
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por TLRs, o que resulta na baixa indução de citocinas pró-inflamatórias. A respostas 
inflamatória só foi reestabelecida após co-estimulação com agonistas de TLR como LPS 
e Pam3CSK4
k [125]. Tal falha no reconhecimento do fungo pelas células da imunidade 
inata foi correlacionada, pelos autores do trabalho, com a cronicidade da doença.  
Ocorre que a CBM humana é caracterizada justamente pela resposta inflamatória 
crônica acentuada em lesões supurativas granulomatosas [2,16,34,129]. Nesse sentido, 
os dados descritos no trabalho acima, utilizando modelo de infecção com conídios, não 
podem ser extrapolados para a doença como um todo, pois diverge do observado em 
humanos com a doença. 
Por outro lado, infecções com fragmentos de hifas e células muriformes 
induziram altos níveis de TNF-α (Figura 10, A), IL-1β (Figura 10, B), IL-6 (Figura 
10, C) e MCP-1 (Figura 10, D) durante a fase de estabelecimento da doença (até 15 
dias de infecção), sendo observada redução somente após 30 dias, considerada a fase de 
remissão da doença para o presente modelo murino. Apenas animais infectados com 
células muriformes mostraram níveis significativamente altos de IL-1β nesse período 
(Figura 10, B). 
 
                                                          
k
 Pam3CSK4 é um lipopeptídeo sintético, agonista dos receptores TLR1 e TLR2, atuando como potente 




Figura 10. Quantificação de citocinas no curso da CBM murina após infecção com conídios, hifas, 
células muriformes ou propágulos do fungo F. pedrosoi. Após 15 dias de infecção, altos níveis de TNF-α 
(A), IL-1β (B), IL-6 (C) and MCP-1 (D) foram observados e, lesões dos grupos infectados com hifas e 
células muriformes. A produção de citocina foi quantificada por ELISA a partir do homogeneizado da 
lesão. O resultado foi expresso em pictogramas por 100mg de tecido *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 
comparados ao grupo infectado com conídios.  
 
Em infecções tanto com hifas quanto com células muriformes, cortes 
histológicos mostraram uma maior presença de células muriformes após 15 dias de 
infecção, seguidos de hifas (Figura 9, B-C).  Nesse mesmo período são observados 
lesões semelhantes às observadas em pacientes, além de altos níveis de citocinas pro-
inflamatórias (Figura 7, B e Figura 10). Em conjunto com o descrito na literatura 
[125], esses resultados demonstram que a presença de hifas e, principalmente, de células 
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muriformes na lesão, mas não de conídios, está correlacionada com uma produção 
intensa de citocinas pró-inflamatórias durante o estabelecimento da CBM experimental.  
Visando confirmar os distintos perfis de ativação das células do hospedeiro, 
conforme interação com diferentes formas do fungo, ensaios ex vivos utilizando células 









Análise ex vivo de interação entre as diferentes formas do 
fungo F. pedrosoi e fagócitos murinos, e seu impacto na 
imunopatologia da CBM. 
 
 
Neste capítulo será avaliada a interação das 
diferentes formas do fungo F. pedrosoi com macrófagos 
recém migrados para o peritônio, além de células 
dentríticas e macrófagos derivados da medula óssea. Por 
meio de sequenciamento de alto desempenho do RNA, 
rtPCR em tempo real e ELISA, será analisado o perfil de 
ativação dos fagócitos murinos, correlacionando-o com a 
imunopatologia da doença.  
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2.1 Materiais e Métodos 
 
2.1.1 Obtenção de macrófagos peritoniais. 
Para a obtenção de macrófagos peritoniais, os animais de experimentação foram 
inoculados intraperitonealmente com 2 ml de tioglicolato (BD biosciences). Após 72 
horas, esses foram eutanasiados por exposição prolongada ao CO2 e os macrófagos 
recém-migrados para o peritônio foram coletados com o auxílio de uma seringa de 
10ml, lavando-se a cavidade peritoneal com meio RPMI (Sigma-Aldrich) gelado. A 
suspensão de células obtida foi então centrifugada a 300g e ressuspendida em RPMI, 
suplementado com 2% de soro fetal bovino (Gibco – Thermo Fisher Scientific) e 80 
µg/ml de gentamicina.  
Os macrófagos foram quantificados em Câmara de Neubauer e a viabilidade foi 
aferida com azul de tripan. Em seguida, foram plaqueados na concentração de 5x10
5
 
macrófagos por poço, em placa de 24 poços, e incubados a 37ºC sob atmosfera de 5% 
de CO2 por 24 horas, visando permitir a adesão dos macrófagos à placa de cultura.  
 
2.1.2 Extração e sequenciamento de alto desempenho do RNA (High 
Throughput RNA Sequencing, RNA-seq) 
Macrófagos recém-migrados para o peritônio foram co-cultivados com conídios 
ou células muriformes do fungo F. pedrosoi em placa de 6 poços, na concentração de 
1:1. Após 6h de co-cultivo, os poços foram lavados com RPMI aquecido para a 
remoção de células fúngicas não fagocitadas ou fracamente aderidas aos fagócitos. Os 
macrófagos foram então lisados e o RNA extraído utilizando-se o kit RNeasy (Qiagen), 
conforme as instruções do fabricante. O RNA obtido foi quantificado por fluorometria 
(Qubit) e submetido ao Bioanalyzer 2100 no intuito de verificar a sua integridade. 
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Fragmentos de 100pb de cDNA foram gerados e sequenciados no HiSeq 2000 
(Illumina) junto ao Scripps DNA Sequencing Facility, Califórnia, EUA, conforme 
procedimento padrão estabelecido pelo fabricante. A análise da expressão diferencial de 
genes foi realizada pelo grupo de Bioinformática do Laboratório de Biologia Molecular 
da UnB, conforme descrito abaixo: 
A verificação da qualidade dos paired-end reads l  foi procedida utilizando o 
FASTQC [136], de modo que o clipping e o trimmingm foram realizados por meio dos 
softwares CUTADAPT [137] e PRINSEQ [138], respectivamente. Em seguida, os reads 
foram alinhados ao genoma murino, obtido a partir do Ensembl database [139], 
utilizando o programa open source TopHat 2.0.9 [140]. Os arquivos com os dados 
alinhados foram organizados e indexados utilizando-se o Samtools [141], seguido da 
quantificação de reads por HTSeq-count [138]. A análise estatística foi feita usando o 
ambiente R para computação estatística [142]. Quantificação gênica foi realizada 
utilizando o pacote Bioconductor EdgeR [143]. Os genes foram considerados 
diferencialmente expressos quando False Discovery Reads (FDR) <0,05 e Fold Change 
(FC) > 1,4. Hetmaps dos genes diferencialmente expressos foram gerados utilizando-se 
o pacote Gplots. Genes considerados diferencialmente expressos foram, ainda, anotados 
utilizando o pacote org.Mm.eg.db [144] e organizados em vias metabólicas utilizando o 
pacote Pathview [145]. 
 
2.1.3 Validação por RT-PCR de genes diferencialmente expressos 
A expressão diferencial de genes importantes no estabelecimento de processo 
inflamatório e na resposta imune aos fungos como Tnf, Il1b, Il6, Il12, Ccl2, Casp1, 
                                                          
l
 Seguimentos pareados de leitura. 
m
 Seleção e processamento das sequencias brutas obtidas durante o sequenciamento, onde as leituras de 
baixa qualidade são excluídas por algoritmos, garantindo a qualidade e a confiabilidade da análise.  
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Nlrp3, Dectin1, Tlr2 e Tlr4n, foi validada por RT-PCR em tempo real utilizando o 
sistema de detecção por SYBR Greeno.  
Após tratamento com DNase I (Invitrogen), na presença de inibidor de RNase 
(Invitrogen), quantidades  iguais  de  RNA  (0,5 μg) foram transcritos de forma reversa 
(Superscript II, Invitrogen) utilizando oligo(dT)12-18 e submetidos a PCR em tempo 
real. Os ensaios de amplificação foram realizados no aparelho 7900HT Sequence 
Detection System ABI PRISM (Applied Biosystems) em reações de 12 μl contendo 0,4 
μM de cada oligonucleotídeo, 6 μl de solução completa para PCR contendo SYBR 
Green (2X) (Applied Biosystems) e 0,2μl da reação síntese de cDNA como molde. 
Após a desnaturação inicial a 95°C por 10 min, as amplificações foram realizadas por 
40 ciclos a 95°C por 15 s e 60°C por 1 min. 
A fim de confirmar a especificidade da amplificação, os produtos de PCR foram 
submetidos à análise da curva de desnaturação ou melting curve p . O método de 
comparação do ciclo limiar (CT) ou crossing threshold q  [146], utilizando o gene 
constitutivo em macrófagos murinos Rps9 para normalização, foi empregado para a 
avaliação da variação da expressão (fold-change) de cada gene de interesse nos 
macrófagos infectados com conídios ou hifas, comparados com aqueles sem estímulo 
adicional.  
                                                          
n
 Por padrão, a nomenclatura dos genes de camundongos será descrita no presente trabalho com a 
primeira letra em maiúsculo e as demais em minúsculo. 
o
 Molécula fluorescente que se intercala à dupla fita de DNA. 
p
 Nessa curva, analisa-se a fluorescência das amostras em relação ao aumento contínuo da temperatura, o 
que possibilita determinar a temperatura de dissociação ou melting temperature de cada fragmento de 
DNA presente na reação de amplificação. Cada fragmento de DNA amplificado possui um Tm específico, 
o que permite a diferenciação entre os produtos resultantes (específicos ou não). 
q
 O método de comparação do CT tem como base de cálculo a equação 2-ΔΔCT onde ΔΔCT= (ΔCT 
experimento – ΔCT controle), sendo que ΔCT experimento = CT do gene de interesse no experimento – 
CT do gene constitutivo no experimento e ΔCT controle = CT do gene de interesse no controle – gene 
constitutivo no controle. 
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Todos os primers utilizados para RT-PCR em tempo real foram baseados em 
sequências obtidas a partir da base de dados do transcriptoma murino [147] e 
personalizados com Primer3, disponível online [148]. 
 
2.1.4 Obtenção de macrófagos e células dendríticas derivados da 
medula óssea (BMDM e BMDC). 
A geração de macrófagos e células dendríticas derivados da medula óssea (bone 
marrow derived macrophages - BMDM e bone marrow derived dendritic cells - 
BMDC, respectivamente) foi realizada a partir da diferenciação de células tronco 
hematopoiéticas murinas conforme descrito previamente [149]. Para a extração das 
células precursoras da medula óssea, o interior de fêmures e tíbias dos animais de 
experimentação foram lavados com meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) a 4 °C com o 
auxílio de uma seringa para a liberação das células da medula. A suspensão celular 
obtida foi centrifugada a 300g durante 5 minutos e, após o descarte do sobrenadante, o 
precipitado celular foi submetido à ação de solução de lise de hemácias (Sigma-
Aldrich). Após a remoção da solução por centrifugação, 2x10
6
 células foram 
ressuspendidas em 10 ml de meio para diferenciação composto por RPMI-1640 
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), além de fator estimulador de 
colônias de macrófagos e granulócitos GM-CSF (eBioscience), β-mercaptoetanol 
(Sigma-Aldrich) e gentamicina. A suspensão foi colocada em placas de petri e 
acondicionada em estufa a 37 °C, sob atmosfera de 5 % de CO2. 
No terceiro dia de cultivo foram acrescentados mais 10 ml de meio 
suplementado. No sexto dia de cultivo, metade do volume da placa (10 ml) foi retirado e 
centrifugado a 300g durante 5 minutos, de modo que o pellet formado foi ressuspendido 
em 10 ml de novo meio para diferenciação e as células devolvidas à placa de origem. 
Após oito dias de cultura celular, o sobrenadante - composto de células não aderidas, 
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BMDCs - foi coletado. A monocamada de células aderidas à superfície da placa, 
BMDMs, foi recoberta com uma solução enzimática “TrypLE Express” (Invitrogen), 
durante 20 minutos em estufa a 37 °C, para promover o desprendimento celular da 
superfície da placa. Após contagem das células em corante de exclusão azul de tripan, 
as BMDMs e BMDCs foram ressuspendidas em meio de experimentação (RPMI-1640 
acrescentado de 10 % de SFB) e colocadas em placas de cultura para repousar durante 
24 horas. Após esse período, o meio foi renovado e deu-se início aos experimentos de 
co-cultura com formas do fungo F. pedrosoi. 
 
2.1.5 Co-cultura de fagócitos com formas do fungo F. pedrosoi e índice 
de fagocitose. 
Macrófagos peritoneais, BMDMs e BMDCs cultivados em placa de 24 poços 
foram infectados com conídios, fragmentos de hifas ou células muriformes de F. 
pedrosoi, vivo ou morto por exposição ao calor em temperatura de ebolição por 20 min 
(HK), na concentração de 1:1 e incubados por 6, 12, 24 e 48 horas em estufa à 37 °C, 
sob atmosfera de 5 % de CO2. Como controle positivo foi utilizado 1 μg/ml LPS 
(Escherichia coli sorotipo 0111:B, Sigma-Aldrich) e 100 U/ml interferon-gamma (IFN-
γ, Sigma-Aldrich). Para a indução de IL-1β, foram utilizados 500 ng/ml de LPS e 5 mM 
de ATP (InvivoGen) individualmente, em conjunto ou em associação com as formas do 
fungo. O sobrenadante de cultura foi coletado e submetido à quantificação de citocinas, 
quimiocinas e nitrito. 
A avaliação do índice de fagocitose foi realizada em co-cultura de macrófagos 
peritoneais com conídios ou células muriformes do fungo F. pedrosoi por 24 horas, com 
ou sem Fcblock (BD biosciences) ou laminarina (Invivogen), bloqueador do receptor 
FC e agonista de dectina-1, respectivamente. As células foram lavadas com meio RPMI 
para remover as células fúngicas não fagocitadas, fixadas com metanol absoluto e 
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coradas com solução de Giemsa tamponada a 20%. O número de células fúngicas 
aderidas e/ou fagocitadas a cada 200 macrófagos foi auferido com o uso de microscópio 
ótico, avaliando-se as amostras em triplicata. O índice de fagocitose foi calculado 
levando-se em consideração o número médio de células fúngicas ingeridas pelos 
macrófagos, multiplicado pela percentagem de macrófagos envolvidos no processo de 
fagocitose. 
 
2.1.6 Quantificação de óxido nítrico, citocinas e quimiocinas em 
sobrenadante de cultura. 
A concentração de NO2 presente no sobrenadante de cultura foi utilizado como 
indicador da produção de NO e quantificado utilizando-se o reagente de Griess (1% 
sulfanilamida, 0.1% N-(1-naftil) etilenodiamina dicloridrato, 2.5% H3PO4) conforme 
descrito anteriormente [150]. Em síntese, 50µl de reagent de Griess foi acrescentado em 
volume igual de sobrenadante de cultura e incubado por 10 minutos em temperatura 
ambiente.  A absorbância foi medida em leitora de microplaca utilizando-se o 
comprimento de onda de 540 nm. A concentração final de NO2 em cada amostra foi 
obtida com base em curva padrão de NO2. 
A quantificação de IL-1β, IL-6, TNFα e MCP-1 presentes no macerado da lesão 
foi realizada pelo método imunoenzimático (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - 
ELISA), utilizando-se o kit Ready-Set-Go da empresa eBioscience e conforme os 
procedimentos estabelecidos pelo fabricante. A quantificação de IL-12 foi obtida 
utilizando kit para Elisa disponibilizado pela empresa BD Biosciences. O nível absoluto 
de citocinas presentes no macerado de lesão foi calculado com base na curva padrão 





2.1.7 Avaliação da CBM murina em modelo de inflamação crônica 
induzida por zimosan 
Camundongos, BALB/c, machos, entre 6 e 8 semanas de idade foram infectados 
no coxim plantar com 1x10
6
 propágulos do fungo F. pedrosoi, contendo fragmentos de 
hifas e conídios, conforme descrito na metodologia do Capítulo I. Após 15 dias de 
infecção, os animais foram tratados intralesionalmente (I.L.) no coxim plantar, a cada 
três dias, com 20µl da suspensão contendo 5 mg/ml de zimosan (ZYM) ou PBS, até 15 
dias após o início do tratamento (d.p.t.)r.  
 
2.1.8 Análise estatística 
Para os ensaios ex vivo, foram realizados ao menos três ensaios independentes, 
cada um em triplicata, de modo que os resultados mostram os dados representativos de 
todas as replicatas experimentais. Para determinar as diferenças entre os grupos 
experimentais foi utilizado o teste t, para comparação entre duas populações, ou análise 
da variância (ANOVA), seguida pelo método Bonferroni post-tests (pós teste), realizado 
no programa estatístico GraphPad Prism, versão 6.0, GraphPad Software, San Diego, 
Califórnia, USA. Os dados foram considerados significativos quando p < 0,05. 
 
                                                          
r
 Modelo de inflamação induzida por zimosan econtra-se bem descrito na literatura como opção para o 






















Figura 11. Esquematização dos experimentos ex vivo realizados no âmbito do Capítulo II. 
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2.2 Resultados e Discussão 
 
2.2.1 Células muriformes, ao contrário de conídios, promovem grande 
expressão diferencial de genes em macrófagos peritoniais  
Considerando que diferentes formas do fungo F. pedrosoi são capazes de ativar 
padrões distintos de resposta inflamatória in vivo, ensaios ex vivo de co-cultura de 
APCs e células fúngicas foram realizados. 
Macrófagos recém-migrados para o peritônio foram co-cultivados com conídios 
ou células muriformes do fungo F. pedrosoi, por 6 horas a 37ºC sob atmosfera de 5% de 
CO2, de modo que a expressão gênica dos macrófagos foi avaliada por RNA-Seq. Essa 
tecnologia permite o sequenciamento simultâneo de milhões de sequências de 
nucleotídeos [20-21], tornando possível, inclusive, a análise simultânea da expressão 
gênica tanto do parasita quanto do hospedeiro [153]. 
Foram identificados 11.479 genes na co-cultura de macrófagos com células 
muriformes de modo que 3.672 genes foram considerados diferencialmente expressos 
após aplicação dos filtros de FDR<0,05 e FC >1,4. Na interação com conídios, também 
foram identificados inicialmente 11.479 genes, todavia, somente 47 foram considerados 
diferencialmente expressos (Figura 12, A). Análise utilizando o Diagrama de Venn-
Euler mostra a intersecção de 30 genes comuns em ambos os grupos de infecção, sendo 
que apenas 17 genes foram diferencialmente expressos exclusivamente na interação 
com conídios (Figura 12, B).  
Em conjunto, os resultados apontam para uma baixa capacidade de ativação dos 
macrófagos pelos conídios em comparação com as células muriformes, as quais são 





Figura 12. Identificação dos genes diferencialmente expressos. Gráfico em forma de funil (A) e diagrama 
de Venn Euler (B) exibindo genes diferencialmente expressos quando False Discovery Reads (FDR) 
<0,05 e Fold Change (FC) > 1,4, respectivamente. 
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2.2.2 Interação com células muriformes, mas não com conídios, 
acarreta em intensa regulação positiva de genes relacionados com a 
resposta inflamatória  
Após análise global dos genes diferencialmente expressos na interação com 
células muriformes é possível observar profunda alteração no perfil de expressão desses 
genes quando comparado ao controle não estimulado. Todavia, observando os mesmos 
genes na interação com conídios, esses se assemelham ao perfil de expressão de células 
não infectadas (Figura 13, A).   
Avaliando-se a ontologia dos genes diferencialmente expressos na interação com 
conídios, identificam-se poucos genes relacionados com a resposta imune, de modo que 
esses estão regulados negativamente (Figura 13, B). De forma contrária, na interação 
com células muriformes é possível observar a expressão diferencial de vários genes 
relacionados com a resposta imune, especialmente aqueles envolvidos na resposta 
inflamatória, estando esses regulados positivamente (Figura 13, C). Dentre os genes 
diferencialmente expressos na interação com células muriformes, apenas aqueles 
relacionados com processos metabólicos possuem a maioria regulados negativamente 
(Figura 13, C). 
Avaliando-se os genes diferencialmente expressos apenas na interação com 
conídios, observa-se que grande parte está associada com processos metabólicos da 
célula (Alox15, Apol9b, Bahcc1, Fam126b, Pdpr, Plac8, Plscr2, Rasgrf2, Rps13-ps2). 
Dentre os que participam da resposta imunológica, destacam-se: o gene H2-Ob, cujo 
produto participa da apresentação antigênica; e os genes Ifi44l, Ifit1, Mx2, os quais 
codificam intermediários na via de sinalização mediada pelo interferon gama. Todos 
esses estão regulados negativamente. O heatmap com todos os genes diferencialmente 




Figura 13. Heatmap mostrando todos os genes diferencialmente expressos na interação de macrófagos 
peritoniais com células muriformes ou conídios de F. pedrosoi (A). O heatmap foi construído com base 
no Zscore considerando todas as três replicatas. Análise de ontologia gênica mostram poucos genes 
diferencialmente expressos relacionados com a resposta imune na interação com conídios (B). Já na 
interação com células muriformes, observar-se vários genes relacionados com a resposta imune regulados 




Os fungos produzem vários fatores que podem atuar como potentes reguladores 
da resposta inflamatória do hospedeiro [154,155]. Ao se mascarar ou subverter o 
sistema de reconhecimento, alguns fungos são capazes de evitar o processo 
inflamatório, contribuindo para o processo de adaptação e oportunismo [156,157].  
Assim, a baixa imunogenicidade de conídios pode representar uma interessante 
estratégia visando a sua permanência em estado latente no tecido, pois conforme os 
ensaios realizados in vivo, os conídios não foram capazes de proliferar e de se 
estabelecer em um contexto de resposta inflamatória aguda (Figura 8, A). Devido a 
sensibilidade do método, não é possível afirmar que todos os conídios foram eliminados 
pelo hospedeiro ou se encontram em estado latente no sítio de infecção. Os fungos que 
não ativam adequadamente a resposta imune do hospedeiro podem permanecer por 
tempo suficiente no tecido para que possam, em condições oportunas, alterar a sua 
forma para aquela tida como patogênica, as quais em geral, assim como as células 
muriformes, são extremamente resistentes aos mecanismos efetores da imunidade inata 
e adaptativa, contribuindo para a sua persistência no hospedeiro e a cronificação da 
doença [44,109]. 
De maneira diversa, células muriformes do fungo F. pedrosoi são capazes de 
alterar profundamente o padrão de expressão gênica dos macrófagos peritoniais. Genes 
que codificam receptores importantes no reconhecimento de células fúngicas, como 
TLR2, Dectina 1 e Mincle (Tlr2, Clec7a e Clec4e), estão todos regulados positivamente 
na interação com células muriformes, assim como genes que codificam moléculas co-
estimulatórias, como CD40 e CD86, as quais são importantes para o processo de 




Figura 14. Heatmap mostrando os 90 genes de maior fold change na interação com células muriformes. 
O heatmap foi construído com base no Zscore considerando-se todas as replicatas. 
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A interação de macrófagos peritoniais com células muriformes também é capaz 
de induzir a expressão diferencial de genes importantes no estabelecimento de processo 
inflamatório (Il1a, Il1b, Il1f9, Il6, Tnf, Nfkb1, Ptgs2, Bdkrb1), na migração celular 
(Cxcl1, Ccl2, Ccrl2, Cxcl2, Ccl3, Ccl7, Cxcl9, Cxcl10), no processo de diferenciação 
(Csf1, Csf2, Csf3) e proliferação celular (Ereg) (Figura 14). Todos esses genes estão 
regulados positivamente na interação com células muriformes. 
Tal perfil de expressão gênica mostrado na interação com células muriformes é 
consistente com características histopatológicas observadas em CBM humana e murina, 
onde são observados infiltrados inflamatórios granulomatosos, por vezes supurativos e 
com a presença de micro-abscessos [109,129,160]. Ainda, a expressão de genes como 
Ereg e S1pr3, relacionados com o processo de angiogênese e de crescimento 
epidérmico, é coerente com o processo de neovascularização e hiperplasias observadas 
nas lesões [39,129].  
Dentre os genes regulados negativamente na interação com células muriformes 
estão o Fcer1g, Clec12a e Tlr8 (Figura 14). O Fcer1g codifica receptor de IgE de alta 
afinidade, e está envolvido na ativação de plaquetas mediada por colágeno e na ativação 
de neutrófilos mediada por integrinas. Já o Clec12a, em humanos, codifica proteína 
pertencente ao domínio das lectinas do tipo C, atuando na regulação negativa da função 
de granulócitos e monócitos [161]. Tlr8, por sua vez, codifica PRR endossomal 
importante no reconhecimento de PAMPs de patógenos intracelulares. TLR-8 tem sido 
associado recentemente com o reconhecimento e ativação de RNA bacteriano 
permitindo a ativação de monócitos em resposta à infecção com Streptococcus pyogenes 
[162].  
A expressão de genes importantes para o reconhecimento do fungo e o 
estabelecimento de resposta inflamatória, tais quais: Tnf, Il1b, Il6, Il12, Ccl2, Casp1, 
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Nlrp3, Dectin1, Tlr2, Tlr4, foram confirmados por RT-PCR em tempo real. Salvo raras 
exceções, como no caso do gene que codifica para o receptor dectina-1, os dados do 
RT-PCR em tempo real são semelhantes aos obtidos por meio do RNA-Seq, onde os 
genes descritos acima, a exceção de TLR-4, contam com grande regulação positiva na 
interação com células muriformes (Figura 15).  
 
Figura 15. RT-PCR em tempo real de genes importantes para o reconhecimento de células fúngicas e 
estabelecimento do processo inflamatório. 
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2.2.3 Células muriformes induzem intensa produção de citocinas pró-
inflamatórias em co-cultivo com macrófagos peritoneais, ao passo que 
inibem óxido nítrico.  
O perfil de expressão gênica na interação com células muriformes demonstra a 
modulação positiva de vários genes que codificam citocinas e quimiocinas pró-
inflamatórias envolvidas na via de sinalização dos receptores do tipo toll (Figura 16, 
B).  Interação com conídios não mostrou mudanças significativas na expressão de genes 
nessa via, exceto para os genes Tirap e Il1b, os quais se encontram regulados 
negativamente (Figura 16, A). 
A produção de citocinas e quimiocinas envolvidas na ativação do sistema imune 
inato, bem como no estabelecimento do processo inflamatório foram confirmados por 
ELISA, utilizando-se o sobrenadante de cultura das células. Os dados mostram que de 
fato células muriformes são capazes de induzir a produção e a secreção de grandes 
quantidades TNF-α, IL-6 e MCP-1 em comparação à co-cultura com conídios ou 
fragmentos de hifas, após 6, 12, 24 e 48 horas (Figura 17, A, C-D). 
Nenhuma das formas do fungo foram capazes de induzir a liberação da forma 
ativa de Il-1β sem a necessidade de co-estimulo (dados não mostrados). No entanto, 
cabe ressaltar que a produção de pro-IL-1β, induzida pelo gene Il1b, não garante a 
liberação da sua forma ativa a qual depende da participação de um complexo 
multiproteico denominado inflamassoma. Assim, co-cultivo das formas do fungo com 
macrófagos peritoneais na presença de LPS foram capazes de induzir a ativação do 
inflamassoma e a liberação de IL-1β ativa, após 24 horas de co-cultivo, sendo essa mais 





Figura 16. Perfil de expressão de genes que participam da via de sinalização dos receptores do tipo Toll, 





Todavia, observando os dados da Figura 17, F, constata-se que a intensa 
ativação da imunidade inata promovida por células muriformes não repercute 
necessariamente no aumento de espécie reativa do nitrogênio livre, importante 
mecanismo efetor dos macrófagos. Ao contrário, observa-se baixa detecção desse 
mediador, mesmo com co-estímulo de LPS, sendo essa redução mais intensa na 
interação dos macrófagos com células muriformes (Figura 17, H). Tais dados são 
consistentes ao encontrado na literatura onde foi observado que estruturas do fungo 
como a melanina, a qual é mais expressa em células muriformes, podem modular 
negativamente a capacidade do macrófago em eliminar o fungo in vitro, mormente pela 
inibição da produção de NO [163]. 
O NO produzido como resultado da ação da imunidade adaptativa é 
indispensável também na modulação da resposta inflamatória exacerbada induzida por 
infecções persistentes. Em modelo utilizando Mycobacterimum tuberculosis in vivo foi 
visto que tanto a produção de IL-1β, quanto a imunopatologia da doença foram 
suprimidas pela ação do IFN-γ. Tal efeito foi mediado pelo NO, que foi capaz de inibir 
a estruturação de NLRP3 por meio de nitrosilação de grupos tiol dessa proteína [164]. 
A produção de IL-12 também não foi induzida por nenhuma das formas fúngicas 
(Figura 17, E). Ensaios de inibição mostraram que a produção desses mediadores está 
inibida quando do co-cultivo com conídios, hifas ou células muriformes do fungo F. 
pedrosoi, sendo essa última responsável pela menor produção de IL-12 em co-cultura 





Figura 17. Quantificação de citocinas, quimiocina e NO2 no sobrenadante de cultura de 
macrófagos peritoniais com formas fungo F. pedrosoi. Altas concentrações de TNF-α (A), IL-1β (B) e IL-
6 (C) são observados na co-cultura com células muriformes em comparação àquela com conídios. Para 
avaliar a produção de IL-1β após 24 horas de cultivo, foi requerido co-estimulo com LPS (B). Células 
muriformes também induziram altos níveis de MCP-1, principalmente após 48h em comparação com 
conídios (D). Produção de IL-12 (E e G) e NO (F e H) foi fortemente inibida pela presença de células 
muriformes. *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001. 
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Importante salientar que a maior produção de citocinas pró-inflamatórias 
induzidas por células muriformes, em relação ao induzido por conídios, não decorre 
necessariamente das diferenças entre os tamanhos das referidas células fúngicas, o que 
garantiria uma maior exposição de antígeno naquelas de maior diâmetro como as células 
muriformes. Ensaios com diferentes concentrações de conídios, por exemplo, não 
implicou em aumento na liberação de TNF-α ou IL-6 (Figura 18, A-B). 
 
Figura 18. Quantificação de TNF-α (A) e IL-6 (B) após co-cultivo de 24 horas com conídios e 




Dados anteriormente publicados já haviam demonstrado que conídios associados 
à macrófagos, mesmo em altas concentrações, não são capazes de estimular a produção 
de citocinas inflamatórias, como TNF, sugerindo que a falha no reconhecimento da 
imunidade inata poderia resultar na cronicidade da infecção [125]. Nossos resultados 
corroboram parcialmente esses dados, mostrando que conídios não são capazes de 
induzir a expressão e, consequentemente, a secreção de TNF-α e IL-1β (Figura 17, A-
B). Entretanto, esse perfil observado na infecção com conídios não é representativo da 
maioria dos casos clínicos da CBM, os quais reportam a presença de células muriformes 
em uma reação granulomatosa crônica associada com fibrose extensa e com abscessos 
ricos em neutrófilo [2,16,34,129]. Dados anteriormente publicados já haviam 
demonstrado que conídios associados à macrófagos, mesmo em altas concentrações, não 
são capazes de estimular a produção de citocinas inflamatórias, como TNFα, sugerindo 
que a falha no reconhecimento da imunidade inata poderia resultar na cronicidade da 
infecção [125]. Nesse sentido, o presente trabalho complementa as informações 
disponíveis na literatura acerca da patogenia da doença, evidenciando as células 
muriformes como potentes indutoras da resposta inflamatória observada na CBM. 
Após análise conjunta dos dados obtidos com os ensaios in vivo e ex vivo, 
podemos concluir que o padrão inflamatório crônico observado no modelo murino está 
relacionado com a presença e persistência das células muriformes no tecido lesionado, 
de modo que a eventual inabilidade do hospedeiro em regular a resposta inflamatória 
exacerbada, induzida pelo fungo, pode representar um fator determinante para a 





2.2.4 Componentes da parede de células muriformes respondem por 
parte da produção de citocinas pro-inflamatórias em culturas com 
macrófagos peritoniais.  
Estudos acerca da parede celular de fungos ao longo dos últimos anos tem 
expandido nosso conhecimento acerca da sua relevância na interação parasito-
hospedeiro. Fatores chaves de virulência são encontrados na parede celular de fungos, 
contribuindo para a adesão e destruição aos tecidos do hospedeiro. Os principais 
polissacarídeos encontrados na parece celular de fungos são mananas, glucanas 
(polímero de glucose unidos por ligações glicosídicas β1,3-, β1,6-, α1,4-, ou α1,3), 
quitina (um polímero de resíduos β1,4-N- acetilglucosamina) e quitosana (versão 
deacetilada da quitina) (Figura 19) [165]. As glicoproteínas na parede celular podem ter 
glicosilações N-ligadas ou O-ligadas, e estão aderidas aos polissacarídeos da parede 
tanto por ligações covalentes ou por ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Por fim, 
melanina é um pigmento frequentemente observado na parede celular de fungos 
patogênicos [166,167]. Visando avaliar qual a contribuição dos componentes de parede 
na indução de citocinas pro-inflamatórias, fungo morto por exposição prolongada ao 
calor (HK) também foram cultivados com macrófagos peritoniais.  
 
Figura 19. Microscopia eletrônica de transmissão evidenciando camadas da parede celular de cândida 




Análise da produção de TNF-α, IL-1β, IL-6 e MCP-1, mostram que parte da 
produção dessas citocinas é induzida por algum componente presente na parede celular 
de células muriformes (Figura 20, A-D). De igual modo, fungos HK também foram 
capazes de inibir a produção de IL-12 e NO (Figura 20, E-F). Tais resultados 
confirmam o papel dos componentes de parede na modulação da resposta inflamatória 
induzida por células muriformes no contexto da CBM.  
É razoável pensar que diferenças no padrão de interação das formas do fungo 
com as células do hospedeiro sejam explicadas pelas diferenças na constituição da 
parede celular nessas células fúngicas [167]. No entanto, poucos são os dados na 
literatura que indicam diferenças na constituição da parede celular, considerando as três 
formas do fungo F. pedrosoi. Os raros dados existentes indicam maior concentração de 
melanina na parede celular de células muriformes comparadas às de conídios ou hifas, 
bem como diferenças estruturais e distribuição celular de estruturas lipídicas como 
cerebrosídeos [1,168]. Entretanto, dados do grupo envolvendo co-cultura com lipídeos 
totais extraídos das células fúngicas (conídios, hifas e células muriformes) não mostrou 
indução de citocinas como observado na interação com o fungo vivo ou HK (dados não 
mostrados). 
A indução de resposta inflamatória após o reconhecimento de β-glucana por 
dectina-1, requer a ação sinérgica com receptores do tipo Toll, como o TLR2 [116]. 
Assim, a incapacidade de ativação de genes relacionados com o processo inflamatório 
por conídios, pode estar associada ao seu reconhecimento inadequado e/ou insuficiente 
pelos receptores da imunidade inata. Contudo, maiores estudos são necessários para 
compreender melhor os mecanismos pelo qual conídios de F. pedrosoi conseguem 
evadir-se da ativação da resposta inflamatória. Aspergillus fumigatus, por exemplo, 
encobre a superfície celular com hidrofobinas as quais são capazes de prevenir o 
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reconhecimento desse fungo [169]. Pneumocystis jirovecii são capazes de evadir-se do 
sistema imune alterando completamento o perfil de glicoproteínas em sua superfície 
[170]. Além disso, muitos fungos exploram a capacidade de CR3 em atenuar a resposta 
inflamatória e permitir o parasitismo intracelular [66]. 
 
Figura 20. Quantificação de TNF-α (A), IL-1β (B), IL-6 (C), MCP-1 (D), IL-12 (E) e NO2 (F) em co-
cultura de macrófagos peritoniais e formas do fungo morto por exposição ao calor (HK) no tempo de 24 
horas. *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001. 
68 
 
Por outro lado, também merece atenção a capacidade de células muriformes em 
induzir uma resposta inflamatória tão intensa. Provavelmente tal fato decorre de uma 
maior exposição dos seus componentes de parede, incluindo nesse rol a melanina. 
Muitas são as evidências associando a melanina com a modulação da resposta imune 
podendo ter propriedades tanto pró quanto anti-inflamatórias, a depender do tipo de 
melanina e da resposta do hospedeiro [171]. Por exemplo, melaninas podem elicitar 
uma reação do tipo “corpo estranho” uma vez que são constituídas por polímeros 
insolúveis os quais não são facilmente degradados por macrófagos. Ensaios utilizando 
ghosts de melanina em camundongo mostrou que essas estruturas foram capazes de 
promover a formação de granulomas [172]. Assim, considerando que a melanina pode 
reduzir a suscetibilidade de células fúngicas à danos oxidativos, o processo de 
melanização tem o potencial de aumentar a sobrevivência do fungo no tecido, alterando 
o perfil de resposta inflamatória [171,173].  
 
2.2.5 BMDM e BMDCs também produzem altas concentrações de 
TNF-α e IL-1β quando da interação com células muriformes. 
Considerando que todos os dados acima foram obtidos a partir de cultura com 
macrófagos recém-migrados para o peritônio, suscitou-se a dúvida quanto a produção de 
citocinas pró-inflamatórias quando da utilização de outras APCs. Nesse sentido, visando 
avaliar o perfil de ativação de outras linhagens de APC na presença de células do fungo 
F. pedrosoi, macrófagos e células dendríticas derivados da medula óssea (bone marrow 
derived macrophages - BMDM e bone marrow derived dendritic cells - BMDCs) foram 
co-cultivados com conídios ou células muriformes.  
De modo similar ao descrito acima para culturas com macrófagos peritoniais, 
tanto BMDMs (Figura 21, A e C) quanto BMDCs (Figura 21, B e D) produziram altas 
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concentrações de TNF-α (Figura 21, A-B) e IL-1β (Figura 21, C-D) na presença de 
células muriformes, em comparação à co-cultura com conídios, não sendo requerido 
qualquer tipo de estímulo adicional para a produção de IL-1β. 
 
Figura 21. Quantificação de citocinas após co-cultura das formas do fungo com macrófagos (A e C) e 
células dendríticas (B e D) derivados da medula mostrando padrão similar ao observado em macrófagos 
peritoniais, após 24 horas, na produção de TNF-α (A-B) e IL-1β (C-D). Estímulos adicionais não foram 
requeridos para a produção da forma ativa de IL-1β. ***P<0,001. 
 
Com base nos dados acima, o perfil de citocinas induzido por células 
muriformes e conídios não é exclusivo da interação com macrófagos peritoniais recém-




2.2.6 O processo de internalização de conídios, mas não de células 
muriformes, independe de reconhecimento por FC e Dectina 1. 
Mesmo os conídios de F. pedrosoi não sendo capazes de induzir a expressão 
diferencial de genes relacionados com o reconhecimento do fungo, como FcγR e 
Dectin1, ou com o processo de fagocitose (Figura 22, A), esses são naturalmente 
internalizados por macrófagos peritoniais. Dados do RNA-Seq de macrófagos 
estimulados com células muriformes, por sua vez, mostraram expressão elevada do gene 
Dectin1, ao passo que o gene FcγR foi modulado negativamente (Figura 22, B). 
Para confirmar a importância de ambos os receptores no processo de 
internalização de conídios e células muriformes, foi realizado ensaio de fagocitose de 
modo que, após 24 horas de co-cultivo, apenas a internalização de células muriformes 
foi afetada após o bloqueio desses receptores com laminarina (bloqueio de dectina-1) ou 
FcBlock (Figura 23, A-B).  
Trabalhos com C. neoformans mostraram que esse pode ser internalizado por 
macrófagos peritoneais tanto pelo processo de fagocitose mediado por receptores, 
quanto mediado por clatrina com a participação de actinas e tubulinas, em um processo 
denominado macropinocitose [174].  Esse mecanismo poderia explicar a internalização 
de conídios mesmo quando do bloqueio de receptores como FC e Dectina-1. Outra 




Figura 22. Expressão diferencial de genes relacionados com o processo de fagocitose na interação com 
conídios (A) ou células muriformes (B). 
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Figura 23. Índice de fagocitose de conídios (A) e células muriformes (B) em co-cultura de 24 horas com 
macrófagos peritoniais (1:1) na presença ou ausência de FC-block ou laminarina, para bloqueio de 
dectina-1. 
 
Embora a internalização do fungo pelas células fagocíticas do hospedeiro 
consista em um importante mecanismo visando a sua destruição no interior da célula, no 
caso de patógenos intracelulares facultativos, como o F. pedrosoi, o processo de 
fagocitose não necessariamente significa a morte do parasita, podendo ser subvertido a 
fim de formar ali reservatórios do fungo no hospedeiro, constituindo um importante 
mecanismo de escape do fungo.  
Macrófagos e seus produtos estão envolvidos no desenvolvimento de 
inflamações granulomatosas e também promovem o reconhecimento e o processamento 
de antígenos. Tais antígenos podem, em seguida, ser apresentados na superfície de 
macrófagos às células linfoides em um contexto MHC de classe II. 
Interessante notar que em ambas as interações o gene relacionado com o 
complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHCII) encontra-se regulado 
negativamente (Figura 22). Tal fato também foi observado por Hayakawa e 
colaboradores (2006), os quais, por meio de citometria de fluxo, identificaram que a 
expressão de MHCII e da molécula co-estimulatória CD80 são modulados 
negativamente após a fagocitose de conídios, não só de F. pedrosoi, mas também de C. 
carrioni e P. verrucosa [175]. De igual modo, estudos com linhagem virulenta do fungo 
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P. brasiliensis mostrou progressiva supressão no padrão de expressão de moléculas 
relacionadas com a apresentação de antígenos via MHC de classe II, acarretando em 
apresentação antigênica deficiente e modulação negativa dos mecanismos efetores da 
imunidade adaptativa [176]. 
Esse fato, associado aos demais dados apresentados, mostra um perfil de 
interação entre as células muriformes e as células do hospedeiro onde há a indução de 
intenso processo inflamatório, ao passo que os mecanismos efetores das células do 
hospedeiro e expressão de genes importantes na ativação da resposta imune adaptativa 
estão inibidos. 
 
2.2.7 Resposta inflamatória intensa no curso da CBM murina está 
correlacionada com a persistência do fungo na lesão 
Muito embora a inflamação nos estágios iniciais do processo de infecção se 
mostra benéfica e eficiente em sua contenção, uma resposta inflamatória exacerbada 
pode ser perniciosa e eventualmente se opor à erradicação do agente infeccioso. Ao 
menos em casos clínicos específicos, a cronicidade da doença pode ser resultado de uma 
resposta inflamatória exagerada a qual provavelmente compromete a habilidade do 
hospedeiros em lidar com o agente infeccioso, não se tratando de uma suscetibilidade 
intrínseca do hospedeiro frente a infecção [67]. Nesse sentido, foi mostrado em ensaios 
utilizando IL-37 recombinante, que essa era capaz de inibir a ativação do inflamassoma, 
reduzindo, assim, a severidade da aspergilose murina [177]. 
Ao contrário do que ocorre com pacientes que desenvolvem a doença, os quais 
mantêm carga fúngica e processo inflamatório crônico por longos períodos de tempo, 
todos os modelos murinos descritos até a presente data tendem ao processo de remissão 
espontânea após curto período de infecção [132]. Após 30 dias de infecção com 
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propágulos fúngicos, foi possível observa redução significativa da resposta inflamatória 
seguida de redução da carga fúngica (Figuras 7 e 8). Entretanto, não está claro se a 
redução da resposta inflamatória observada no modelo murino seria resultado da 
resolução gradual da doença ou se seria o microambiente essencial para a efetiva 
eliminação do patógeno, conforme observado. 
Visando testar essa última hipótese, o curso da CBM murina foi avaliada em 
modelo de inflamação crônica induzido por zimosan (ZYM), conforme descrito 
previamente [178,179]. Após 15 dias de infecção com propágulos do fungo, período no 
qual se inicia a redução do processo inflamatório nesse modelo, os animais foram 
tratados a cada três dias com 20µl de suspensão contendo 5 mg/ml de ZYM (Figura 24, 
A). Como esperado, aqueles animais tratados com ZYM, ao contrário dos tratados com 
PBS, não foram capaz de reduzir o tamanho do edema formado, apresentando intensa 
resposta inflamatória até 30 dias após a infecção (d.p.i), o equivalente a 15 dias após o 
início do tratamento (d.p.t) (Figura 24, B e D).  Entretanto, aumento na resposta 
inflamatória nesse estágio da doença não repercute diretamente na redução da carga 
fúngica no hospedeiro. De modo contrário, animais que apresentaram resposta 
inflamatória prolongada não foram capazes de reduzir a carga fúngica ao longo do 




Figura 24. Progressão da CBM murina em modelo inflamatório induzido por zimosan. Após 15 dias de 
infecção com propágulos do fungo F. pedrosoi, os animais foram tratados intralesionalmente (I.L.) no 
coxim plantar a cada três dias com 20µl da suspensão contendo 5 mg/ml de zimosan (ZYM) ou PBS, até 
15 dias após tratamento (d.p.t.) (A). Animais tratados com ZYM apresentaram intensa resposta 
inflamatória até 30 dias após infecção (d.p.i) (B e D). Animais com resposta inflamatória prolongada não 
foram capazes de reduzir a carga fúngica ao longo do tempo, como observado em animais tratados com 
PBS (C). Quantificação de TNFα (E) e IL-1β (F) por Elisa. HE ou Tricrômio de Masson onde indicado 
(D). **P<0,01 e ***P<0,001. 
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Com base nesses dados, tem-se que a eventual falha no controle da inflamação 
no curso da CBM pode acarretar na inabilidade do hospedeiro em lidar com a infecção. 
Essa condição é exemplificada em camundongos com doença granulomatosa crônica, na 
qual uma falha instrínseca no controle da inflamação repercute na inabilidade do 
hospedeiro em resolver infecção com A. fumigatu [180]. De modo análogo, o 
estabelecimento de resposta inflamatória crônica no curso da candidíase, é prejudicial 
na resolução da doença [181], colocando a regulação da resposta inflamatória como 
requisito importante no processo de remissão dessas doenças. 
Nesse contexto, torna-se extremamente relevante entender o modo pelo qual a 
resposta inflamatória intensa, induzida pela presença de células muriformes, é superada 
na CBM experimental, dando lugar a uma resposta imune eficiente capaz de eliminar o 
fungo da lesão. Muito provavelmente, o processo de cura observado no modelo murino 
deve contar com a ação coordenada dos diferentes padrões de resposta imune adaptativa 
(Th1, Th2, Treg e Th17), que em conjunto com os mecanismos efetores da imunidade 
inata, são capazes de eliminar o fungo do tecido e por fim ao processo de infecção. 
Visando elucidar essa questão, foram realizados ensaios para avaliar a 
participação das sub-populações de linfócitos T auxiliares no curso da CBM 









Avaliação das subpopulações de linfócitos T CD4+ na CBM 
murina e sua relevância para o processo de remissão da 
doença observado no modelo experimental 
 
 
Neste capítulo será analisado, por meio de 
citometria de fluxo, o perfil de linfócitos T auxiliares 
atuantes na CBM experimental. Fazendo uso de animais 
dectina-2 KO, além da neutralização de IL-17A e IFN-γ, 
bem como da depleção de CD25, será avaliado o papel das 
populações de Th1, Th17 e Treg no curso da CBM 
murina, bem como no processo de remissão da doença 
observado no referido modelo experimental.  
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3.1 Materiais e Métodos 
 
3.1.1 Modelo animal e infecção 
Camundongos da linhagem C57bl/6, machos, de 6 a 8 semanas de idade foram 
adquiridos do Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA) e mantidos em condições 
apropriadas, com fornecimento de água e ração ad libitum no biotério do Microbial 
Science Building, da Universidade de Wisconsin – Madison, USA. Já camundongos 
Dectina-2 KO, machos, de 6 a 8 semanas, foram obtidos por meio de criação no próprio 
biotério da Universidade de Wisconsin. 
Para o estabelecimento da CBM murina, 4 a 5 animais por grupo de 
experimentação foram infectados, no coxim plantar, com propágulos fúngicos contendo 
fragmentos de hifas e conídios de F. pedrosoi, de forma que cada pata foi inoculada 
com 50µl contendo 1x10
6
 células fúngicas. 
A cada três dias o diâmetro da área acometida com a infecção foi mensurado 
com o auxílio de um paquímetro de modo que após 7, 14, 21 e 28 dias de infecção, os 
animais de cada grupo foram eutanasiados por exposição prolongada ao CO2, seguidos 
da excisão cirúrgica do coxim plantar e do linfonodo poplíteo para futuras análises 
visando a identificação de subpopulações de linfócitos T auxiliares no curso da CBM. 
Análise morfométrica e quantificação de unidades formadoras de colônia foram 
realizadas conforme descrito no capitulo I. 
Todos os procedimentos realizados com os animais de experimentação neste 
capítulo foram aprovados pelo Animal Care Committee da Universidade de Wisconsing, 
seguindo recomendações contidas no Guide for the Care and Use of Laboratory 




3.1.2 Obtenção e isolamento de células do linfonodo drenante e do 
coxim plantar 
 Após coleta, cada linfonodo poplíteo extraído foi homogeneizado em cell 
strainer de 40µm com o auxílio do êmbolo de uma seringa, lavado com 5 ml de RPMI 
simples e centrifugado a 300g por 5 min. As células foram em seguida  ressuspensas em 
1mL de RPMI suplementado com 10% SBF e filtrados novamente em cell strainer de 
40µm.  
Para isolamento de células presentes na lesão, tecido extraído do coxim plantar 
foi cortado em pequenos pedaços e submetido à 5ml de solução de colagenase D 
(Roche), na concentração de 1mg por ml de Collagenase buffer contendo: Hepes (2,39 
g/l), KCl (0,37 g/l), MgCl2 (0,20 g/l), CaCl2 (0,20 g/l) e NaCl (14,09 g/l). Após 1 hora 
de incubação a 37ºC em placa de petri, os fragmentos de tecido foram homogeneizados 
em cell strainer de 70µm e lavados com 5 ml de RPMI simples. A ação da colagenase 
foi interrompida pela adição de 1ml de EDTA a 50mM e centrifugado a 300g por 5 
minutos. O pellet foi ressuspenso em 5 ml de RPMI simples, filtrado em cell strainer de 
70µm e em seguida centrifugados mais uma vez. Por fim, as células foram ressuspensas 
em 1ml de RPMI suplementado. 
Após o isolamento, os linfócitos presentes na suspensão foram quantificados em 
Câmara de Neubauer e a viabilidade celular foi aferida com azul de tripan. As amostras 
foram processadas individualmente, de modo que foram obtidas suspensão de células 
por animal avaliado, conforme o grupo experimentação. 
3.1.3 Marcação de moléculas de superfície 
Para marcação apenas de moléculas de superfície, alíquota de 200µl da 
suspensão de células descrita acima foi acondicionada em placa de cultura de 96 poços 
com fundo “U”. A placa foi centrifugada a 300g e após descarte do sobrenadante foi 
adicionado cocktail contendo, por poço, 100µl de Brilliant Stain Buffer (BD 
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biosciences) 0.5 µl de FcBlock (BD biosciences) e 0,5 µl dos marcadores e anticorpos 
oriundos da empresa BD bioscencese listados na tabela 2. As amostras foram 
ressuspensas e incubadas por 20 minutos no escuro e em temperatura ambiente. Após, 
os poços foram lavados com FACS buffer (0,5% BSA em PBS), seguidos de fixação 
pela adição de 150µl de PFA 2%. 
 
Tabela 2. Relação dos anticorpos e respectivos fluoróforos utilizados na marcação exclusiva de 
















Fluoróforo Laser Filtro 
Live and dead Yellow Violet: 405C 610/20 
CD3 BV 786 Violet: 405A 780/60 
CD4 BUV 395 UV: 355C 379/28 
CD8 PE Yellow/Green: 561E 586/15 
CD44 PercP-Cy5.5 Blue: 488A 710/40 
 
3.1.4 Marcação intracelular 
Para a identificação de subpopulações de linfócitos T auxiliares, 800µl da 
suspensão de células obtidas acima foram estimuladas por 5 horas, a 37ºC, em 3ml de 
RPMI suplementado contendo  anti-CD28 (3µg), anti-CD3-e (0,3µg) e Golgi Stop 
(2,66µl). Após, as amostras foram filtradas em cell strainer de 40µm, acondicionadas 
em tubos de 5ml, centrifugadas e marcadas inicialmente com anticorpos anti- CD4, 
CD25, CD44 e com o corante para identificação células vivas ou mortas, conforme 
descrito acima nos procedimentos para marcação de moléculas de superfície.  
   Para marcação intracelular de IL-4, IL-17A, IFN-γ e Foxp3, as células foram 
em seguida fixadas e permeabilizadas com o kit Mouse Foxp3 buffer set (BD 
biosciences), conforme instruções do fabricante. Após, lavagem com FACS buffer, foi 
adicionado 100µl de cocktail para marcação intracelular contendo 0.5 µl de anti- IL-4, 
IL-17A, IFN-γ e Foxp3 diluidos em FACS buffer (Tabela 3). As amostras foram em 
seguida ressuspensas e incubadas por 20 minutos no escuro e em temperatura ambiente. 
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Após, os poços foram lavados com FACS buffer (0,5% BSA em PBS), seguidos de 
fixação pela adição de 150µl de PFA 2%. 
 
Tabela 3. Relação dos anticorpos e respectivos fluoróforos utilizados na marcação de superfície em 


















Fluoróforo Laser Filtro 
L/D Yellow Violet: 405C (read D) 610/20 
CD4 BUV 395 UV: 355C 379/28 
CD25 BV 786 Violet: 405A 780/60 




IL-4 A647 Red: 640C 670/14 
IL-17A FITC Blue: 488B 530/30 
IFN-γ A700 Red: 640B  730/45 
Foxp3 PE Yellow/Green: 561E 586/15 
 
 
3.1.5 Citometria de fluxo 
Após marcação, as amostras, bem como os controles, foram lidos em citômetro 
de fluxo LSR Fortessa (BD biosciences). Como controle foram utilizadas marcações 
individuais para compensação, bem como o fluorescence-minus-one (FMO). Os dados 
obtidos após leitura integral das amostras foram analisados no FlowJo V10.1 (Tree Star, 
Ashland, OR). 
Para identificação das sub-populações de linfócitos T auxiliares foi adotada a 
seguinte estratégia de seleção: i. foram selecionadas a população de linfócitos com base 
no tamanho e granulosidade dessas células (SSC-A e FSC-A) (Figura 25, A); ii. foram 
selecionados os singlets (Figura 25, B); iii. foi realizada seleção de linfócitos T CD4+ 
vivos (Figura 25, C); iv. foram selecionados linfócitos T auxiliares ativados (CD4+ 
CD44
hi
) (Figura 25, D). Após essa seleção, foi avaliada o percentual de células T CD4+ 
Foxp+, IFN-γ+, IL-17A+ ou IL-4+. Quantificação total de cada sub-população foi 
aferida multiplicando-se o percentual pelo total de linfócitos contido na amostra inicial, 





Figura 25. Estratégia de seleção para análise de sub-populações de linfócitos T. Para posterior análise 
da presença de marcadores intracelulares, foram selecionados linfócitos (A), isolados (B), vivos (C) e 
ativados (D). 
 
3.1.6 Ensaio de neutralização/depleção com anticorpos monoclonais 
Visando avaliar o papel da IL-17A, IFN-γ e dos linfócitos CD25+ 
(principalmente Treg) no curso da CBM murina, ensaio de neutralização/depleção 
foram realizados por meio do tratamento a cada 3 dias, por via endovenosa, com 100µg 
de anticorpos monoclonais anti-IL-17A (clone 17F3), anti-IFN-γ (clone XMG1.2) e 
anti-CD25 (clone PC-61.5.3). Como controle foi utilizado isotipo controle (IC) anti-rato 
IgG1 (clone HRPN). Tratamento com 20µg de anticorpos também foi realizado 
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intralesionalmente a cada 3 dias.  Todos os anticorpos foram adquiridos da empresa 
BioXCell (West Lebanon, USA). 
 
3.1.7 Ensaio com células repórteres e estimulação com formas do 
fungo F. pedrosoi. 
Células T B3Z, portando construção NFAT-lacZ foram fornecidas pelo Dr.  
Nilabh Shastri (Universidade da California, Berkeley, CA). A construção e a utilização 
de células B3Z expressando Dectina-3 (também denominado MCL, Clecsf8 ou Clec4d), 
Dectina-2 ou FcR, assim como células BWZ expressando Dectina-1, encontram-se 
descritos na literatura [124,182–185].   
As células B3Z/BWZ foram estimuladas em placa de 96 poços com conídios, 
fragmentos de hifas e células muriformes do fungo F. pedrosoi na concentração de 1:1. 
10
5
 células foram incubadas por 18 horas a 37º C e a atividade da LacZ foi mensurada 
após lizado total das células foi utilizando Clorofenol red-β-D-galactopiranosideo - 
CPRG (Roche) como substrato. A placa foi lida em leitora de microplacas (OD 560 
nM). 
 
3.1.8 Análise estatística 
Diferenças no número ou na percentagem de células T produtoras de citocinas, 
bem como na recuperação de unidades formadores de colônia entre os grupos 
experimentais, foram analisadas utilizando o teste t, para comparação entre duas 
populações, ou análise da variância (ANOVA), seguida pelo método Bonferroni post-
tests (pós teste), realizado no programa estatístico GraphPad Prism, versão 6.0, 
GraphPad Software, San Diego, Califórnia, USA. Os dados foram considerados 






















Figura 26. Esquematização dos experimentos realizados no âmbito do Capítulo III. 
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3.2 Resultados e Discussão 
 
3.2.1 Infecção com propágulos de F. pedrosoi induz intensa migração 
de Linfócitos T auxiliares para o sítio de infecção 
A importância da imunidade mediada por células na proteção do hospedeiro tem 
sido descrita para várias infecções fúngicas, tais quais: criptococose [186], 
paracoccidioidomicose [187], histoplasmose [188] e candidíase [189]. Entretanto, a 
resposta imune celular na CBM tem sido pobremente estudada, carecendo de maiores 
investigações. 
Análise da população de linfócitos T presentes no linfonodo drenante (poplíteo) 
no curso da CBM murina não evidenciou qualquer alteração no balanço populacional 
entre as células T CD4+ e T CD8+ (Figura 27, A-B), embora o número total de 
linfócitos T tenha aumentado ao longo do tempo (Figura 27, C). Entretanto, analisando 
a população de linfócitos T presentes no sítio de infecção (coxim plantar) é possível 
observar uma migração significativamente maior de linfócitos T CD4+, em comparação 
aos linfócitos T CD8+ (Figura 27, D), instilando um possível papel dessas células na 
resposta imune na CBM.  
A relevância dos linfócitos T CD4+ no curso da CBM foi primeiramente 
enfatizada no trabalho de Souza e colaboradores (2006), onde animais knockout (KO) 
para linfócitos T CD4+ apresentaram CBM murina muito mais severa do que os animais 
selvagens. Por outro lado, animais T CD8+ KO não mostraram diferenças significativas 




Figura 27. Quantificação do percentual da população de linfócitos T presentes no linfonodo drenante – 
poplíteo - (LN) quanto no coxim plantar (CP) de animais sadios (A) e de animais infectados com 
propágulos do fungo F. pedrosoi (B). Número total de linfócitos T CD4+ e de CD8+ presentes no 
linfonodo drenante (C) ou no sítio de infecção (D). Dotplots foram gerados considerando os dados 
concatenados de todos os animais presentes no grupo experimental (A-B). **P<0,01 e ***P<0,001 
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3.2.2 Grande parte dos linfócitos T CD4+ no linfonodo drenante 
expressam Foxp3 durante a CBM murina  
Para avaliar o perfil das subpopulações de linfócitos T CD4+ no curso da CBM, 
linfócitos totais foram isolados do linfonodo drenante (poplíteo) e do sítio de infecção 
(coxim plantar), e submetidos à análise em citômetro de fluxo. Identificação de 
linfócitos T CD4+ ativos (CD44
hi
) expressando o fator de transcrição Foxp3+ ou 
produtores de IL-17A, IFN-γ e IL-4 foram utilizados como indicadores das 
subpopulações Treg, Th17, Th1 e Th2, respectivamente. 
Análise das subpopulações de linfócitos T CD4+ presentes no linfonodo 
drenante de animais infectados mostraram um percentual elevado de linfócitos T CD4+ 
expressando Foxp3 (Figura 28, B), em comparação as demais subpopulações avaliadas. 
O mesmo padrão também é observado no linfonodo poplíteo de animais sadios onde há 
um percentual elevado de linfócitos T CD4+ Foxp3+ (Figura 28, A). Redução do 
percentual dessa população só é observada após 14 dias de infecção, retornando aos 
patamares iniciais após 21dias, durante a fase de remissão do modelo murino (Figura 
28, B). 
Nos estágios iniciais da doença observa-se percentual maior de linfócitos Th17, 
com redução gradativa do percentual dessa população nos estágios mais tardios (Figura 
28, B). O percentual da população de linfócitos Th1 no linfonodo apresentou um 
pequeno acréscimo após 14 dias de infecção, sendo que a população de linfócitos Th2 
não sofreu alterações significativas no período estudado. 
Embora seja observada uma expansão de todas as subpopulações estudadas 
durante a infecção, com a subsequente retração apenas na fase de remissão da doença, o 
perfil da população de linfócitos T CD4+ no linfonodo drenante não se altera, 
mostrando uma maioria de linfócitos T CD4+ expressando Foxp3+, seguidos por Th17, 




Figura 28. Análise da subpopulação de linfócitos T CD4+ ativados no linfonodo poplíteo em animais 




Figura 28 (continuação). Análise da subpopulação de linfócitos T CD4+ ativados no linfonodo poplíteo 
ao longo da CBM murina (B-C). Razão entre a população de linfócitos Treg:Th17 (D) e Th17:Th1 (E) no 
linfonodo poplíteo. 
 
Estudos in situ em pacientes com a doença, bem como em modelos 
experimentais, mostraram a correlação entre a resposta Th2 e o desenvolvimento mais 
severo da doença, onde é observada grande produção de IL-10 e TNFα, aliados a alta 
carga fúngica. A forma mais branda da doença está relacionada com um perfil Th1, com 
alta produção de IFN-γ, baixos níveis de IL-10 e menor carga fúngica, além de 
granulomas mais compactos e melhor organizados resultando em lesões menos severas, 
geralmente na forma de placas [52,121]. Além dos padrões Th1 e Th2, subpopulações 
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de linfócitos T como Treg e Th17 também desempenham papeis relevantes no 
estabelecimento da reposta imune protetora aos fungos.  
As Tregs são caracterizadas pela alta expressão de CD25 e pela expressão do 
fator de transcrição Foxp3, atuando tanto na modulação da resposta imune contra 
patógenos, quanto no controle da resposta imunológica aos antígenos próprios e não 
próprios [121,190,191]. Elemento chave na tolerância imunológica, as Tregs podem ser 
originárias do timo (naturais) ou serem geradas na periferia após uma variedade de 
estímulos antigênicos ou em condições ditas tolerogênicas (induzidas) [192]. Estas 
células exercem sua função através da liberação de citocinas inibitórias como IL-10 e 
TGF-β [190].   
A atividade anti-inflamatória das Tregs tem sido descrita em infecções por 
fungos em modelos murinos e em humanos. Em modelos experimentais de infecções 
fúngicas tanto a inflamação, quanto o processo de tolerância no trato respiratório ou na 
mucosa do trato gastrointestinal, são controlados pela ação coordenada das Tregs [67]. 
Entretanto, considerando que a resposta mediada por Treg pode limitar a eficácia da 
resposta imune protetora, a consequência dessa ação pode ser a redução de danos aos 
tecidos, mas também a persistência do fungo, além de eventual imunossupressão 
[93,193]. 
Altas concentrações de TGF-β na presença de mediadores como o ácido 
retinóico direciona a resposta imune para o desenvolvimento de células T regulatórias. 
Por outro lado, baixas concentrações de TGF-β associadas com citocinas pro-
inflamatórias como IL-1β, IL-6 e IL-21 e IL-23 permitem a diferenciação de células T 




3.2.3 Predominância de Th17 no sítio da infecção é observada nos 
estágios iniciais da CBM murina, enquanto que a prevalência de Th1 
ocorre nos estágios mais tardios 
Análise das subpopulações de linfócitos T CD4+ presentes no sítio de infecção 
mostrou um padrão dinâmico na frequência e no total de linfócitos T CD4+ expressando 
Foxp3+, Th17, Th1 e Th2, conforme o estágio da infecção (Figura 29). 
A frequência de Th17 é aumentada consideravelmente aos 7 dias de infecção, 
sendo a população predominante nessa fase inicial da doença (Figura 29, A-B). Após 
esse período, a frequência dessa população é reduzida gradativamente, sendo substituído 
por Th1, que se torna a população prevalente após 21 dias de infecção, momento em 
que a doença encontra-se em fase de remissão no presente modelo experimental. Esse 
fenômeno também é observado em termos de números totais dessas populações no sítio 
de infecção (Figura 29, C-E). A população de linfócitos T CD4+ Foxp3+ acompanha a 
mesma dinâmica observada no linfonodo onde se observa uma redução dessa população 
no estágio intermediário da doença (entre 7 e 21 dias de infecção). 
Analisando mais uma vez a quantificação das formas do fungo na lesão 
apresentada no Capitulo I para os animais infectados com propágulos do fungo F. 
pedrosoi (Figura 9, D), é possível notar que após a fase inicial da doença a quantidade 
de hifas encontradas no tecido é reduzida significativamente, não se devendo apenas à 
sua transformação em células muriformes, mas também à sua eliminação do tecido. 
Esse fato, associado com o aumento da população de Th17 nesse estágio da infecção, 
revela um papel importante dessa população nas fases iniciais da doença. Interessante 
notar que nos estágios mais tardios ocorre a eliminação das células muriformes no 
tecido, ao mesmo tempo em que é observada a expansão da população Th1 no sítio de 




3.2.4 Neutralização de IL-17A e IFN-γ prejudica a eliminação do 
fungo no curso da CBM murina 
Visando confirmar a importância de Th17 e Th1 no curso da CBM murina, 
animais C57bl6, machos, entre 6 e 8 semanas de idade foram infectados com 
propágulos do fungo F. pedrosoi e tratados a cada três dias com anticorpo monoclonal 
anti-IL-17A e anti-IFN-γ, tanto pela via endovenosa, quanto pela via intralesional. 
Animais tratados com anti-IL-17A mostraram índices maiores de recuperação de 
unidades formadoras de colônia após sete dias de infecção, sendo superado apenas pela 
neutralização conjunta com IFN-γ (Figura, 30). Após esse período, a neutralização de 
IL-17A não teve impacto significativo na recuperação do fungo da lesão. Por sua vez, 
neutralização de IFN-γ após 14 dias e neutralização conjunta de ambas as citocinas 
prejudicaram a eliminação do fungo nos estágios mais tardios da doença, de modo que 




Figura 29. Análise da subpopulação de linfócitos T CD4+ ativados presentes no coxim plantar de 




Figura 29 (continuação). Análise da subpopulação de linfócitos T CD4+ ativados no coxim plantar ao 
longo da CBM murina (B-C). Razão entre a população de linfócitos Treg:Th17 (D) e Th17:Th1 (E) no 
coxim plantar. **P<0,01 
 
 
Tais resultados, em conjunto com a análise das populações de linfócitos T 
auxiliares presentes no sítio de infecção, denotam certo dinamismo das populações 
Th17 e Th1 no curso da infecção, de modo que perturbações nesse sistema podem levar 




Figura 30. Quantificação das unidades formadoras de colônia presentes no coxim plantar de animais 
infectados com propágulos de F. pedrosoi e tratados por via endovenosa ou intralesional com anti-IL-
17A, anti-IFN-γ, sozinhos ou em associação. Isotipo controle (IC) foi utilizado como controle 
experimental. *P<0,05 e **P<0,01. 
 
3.2.5 Dectina-2 e Dectina-1 são os principais CLRs capazes de 
reconhecer as diferentes formas do fungo F. pedrosoi. 
A imunidade contra agentes patogênicos necessariamente passa pelo 
reconhecimento de PAMPs presentes nos patógenos por receptores de reconhecimento 
de padrões (PRRs), disparando uma cascata de sinalização capaz de iniciar e direcionar 
as respostas tanto da imunidade inata quanto da adaptativa. Nas infecções fúngicas, tais 
respostas são mediadas principalmente por membros da família de receptores do tipo C-
lectina [165]. CLRs são parte de uma superfamília heterogênea de proteínas 
transmembrânicas caracterizadas por um domínio de lectina tipo C [197], lingando-se a 
maioria, senão todas as espécies de fungos capazes de causar doença em humanos. Tais 
receptores reconhecem as principais estruturas de carboidratos presentes na parede 
celular de fungos, incuindo β-glucanas e mananas [198].  
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Dentre os CLRs capazes de sinalizar o reconhecimento de estruturas fúngicas 
estão: dectina-1, dectina-2, o receptor de manose (MR), DC-SIGN e mincle [159]. 
Enquanto dectina-1 reconhece β-glucanas, os demais receptores podem se ligar a uma 
variedade de estruturas baseadas em manose encontradas nas camadas de mananas da 
parede celular dos fungos. As respostas mediadas por esses receptores incluem a 
fagocitose, indução de mecanismos efetores antifúngicos e a produção de vários 
mediadores solúveis, incluindo citocinas, quimiocinas e lipídios inflamatórios [199]. 
Esses receptores são responsáveis, ainda, por direcionar e modular o desenvolvimento 
da resposta imune adaptativa, principalmente as respostas Th1 e Th17 [200,201]. 
Para avaliar quais CLRs são de fato capazes de reconhecer as formas do fungo F. 
pedrosoi, foram realizados ensaios utilizando células repórteress capazes de sinalizar o 
reconhecimento de antígenos fúngicos por CLRs, por meio da atividade da lacZ (Figura 
31). 
Em resposta a estimulação com células do fungo, foi observado aumento na 
atividade da lacZ principalmente na interação de hifas do fungo com células repórteres 
expressando dectina-2 (Figura 31, D) e, em menor escala, dectina-1 (Figura 31, B). 
Esse resultado é consistente com o observado por Sato e colaboradores, o qual mostrou 
que dectina-2 se liga preferencialmente a forma de hifa de C. albicans [202]. Mas de 
modo geral tanto conídio, quanto células muriformes também foram capazes de 
estimular esses receptores (Figura 31, B e D) 
 
 
                                                          
s
 Linfócitos T transgênicos, expressando receptor do tipo lectina C portando construção NFAT-lacZ β-
galactosidase, capaz de reportar a sinalização de ITAM. 
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3.2.6 Animais dectina-2 KO tem redução da carga fúngica 
prejudicada nos primeiros 15 dias de infecção sem, contudo, afetar a 
resolução da doença 
Estudo recente mostrou que conídios de F. pedrosoi eram capazes de induzir a 
diferenciação de Th17 em camundongos, sendo essa diferenciação promovida pela via 
de sinalização envolvendo o reconhecimento do fungo pelo receptor dectina-2 [124]. 
Considerando que dectina-2 está diretamente associada com a diferenciação de 
linfócitos Th17, foi avaliada a hipótese de que animais dectina-2 KO seriam mais 
suscetíveis à infecção por F. pedrosoi. 
 
Figura 31. Ensaio de interação entre formas do fungo com células repórteres expressando CRLs e 
portando construção NFAT-lacZ. Foram avaliadas interação com células expressando dectina-1 (B), 
dectina-2 (D), dectina-3 (E) e mincle (F). Células sem expressão de CRL (A) ou expressando apenas FcR 
(C) foram utilizadas como controles. *P<0,05 e ***P<0,001 
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Conforme esperado, animais deficientes na expressão de dectina-2 (dectina-2 -/-) 
infectados com propágulos do fungo F. pedrosoi apresentaram redução do percentual da 
população de Th17 tanto no linfonodo drenante quanto no sítio de infecção no tempo de 
7 dias após a infecção (Figura 32, A). Interessante notar que a redução da população 
Th17 também foi acompanhada de redução da população de linfócitos T CD4+ Foxp3+ 
(Figura 32, A). Redução do percentual de Th17 também pode ser observada no coxim 
plantar dos animais KO nos tempos de 14 e 21 dias de infecção. Redução da 
diferenciação de Th17 em animais dectina-2 KO também pode ser verificada ao se 
avaliar o total de linfócitos presentes, tanto no linfonodo drenante quanto no coxim 
plantar (Figura 32, B). Nenhuma alteração foi observada na população de Th1 no curso 
da CBM em animais dectina-2 KO. 
Análise morfométrica no curso da doença dos animais KO mostraram padrão 
semelhante ao observado em animais selvagens, diferindo levemente na intensidade da 
resposta inflamatória observada por meio do diâmetro da pata no curso da infecção 
(Figura 33, A e C). Entretanto, nos animais dectina-2 KO a redução da carga fúngica 
encontra-se prejudicada no tempo de 15 dias, sendo normalizada na fase resolutiva da 





Figura 32. Análise da subpopulação de linfócitos T CD4+ em animais dectina-2 KO, mostrando os 
percentuais (A) e o total de células (B) referentes a cada uma das subpopulações estudadas tanto no 
linfonodo (LN) drenante quanto no coxim plantar (CP). *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 
 
A redução na população de Th17, observada nos animais dectina-2 KO no 
estágio mais tardio da CBM murina, não impactou no processo de resolução da doença 
de modo que após 28 dias não foi mais detectado CFU na pata dos animais infectados, 
seja no grupo KO, seja no grupo selvagem. Tais resultados são importantes, pois 
delimita a eficácia da polarização de Th17 aos estágios iniciais de infecção. Resta saber, 
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por outro lado, se a polarização de Th17 nos estágios mais tardios da doença seria 
prejudicial ao processo de remissão da doença uma vez que também favorece o 
estabelecimento de um microambiente inflamatório. 
 
Figura 33. Análise morfométrica (A e C) e quantificação de CFU (B) no curso da CBM em animais 
dectina-2 KO e WT. **P<0,01 
 
Altos índices de células Th17 podem atuar como protagonistas na imunidade 
contra agentes infecciosos em condições inflamatórias, uma vez que essa população, ao 
menos em parte, pode aprimorar a resposta imune, agindo em concomitância com os 
padrões de resposta Th1 e Th2 [203]. Entretanto, estudos recentes mostraram que 
linfócitos produtores de IL-17 em associação com a produção de IL-23 estão envolvidos 
nos danos autoimunes causados na encefalomielite experimental alérgica, na artrite 
induzida por colágeno e na doença inflamatória intestinal [204].  IL-23 direciona o 
desenvolvimento de Th17 promovendo o desenvolvimento de processos inflamatórios 
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crônicos dominados pela presença de IL-17, IL-6, IL-8 e TNFα, bem como pela intensa 
atividade de neutrófilos e monócitos [204]. 
Estudos in situ em lesões de pacientes com CBM revelaram um quantitativo 
significativamente maior de IL-17 nesses pacientes, quando comparados com outras 
micoses como a paracoccidioidomicose [123]. Não só isso, lesões da CBM também são 
caracterizadas pela intensa resposta monocítica e neutrofílica, além da presença de 
citocinas pro-inflamatórias como IL-1β, TNFα e IL-6 [175,205]. 
Muito embora a resposta inflamatória compreenda um importante componente 
na imunidade aos fungos, a sua desregulação pode ser ainda pior nas infecções fúngicas. 
Já foi visto que a via de resposta mediada por IL-23 e IL-17 pode atuar como regulador 
negativo da resistência aos fungos mediada por Th1, promovendo resposta inflamatória 
exacerbada atribuída até então às células do padrão Th1. Tanto a inflamação quanto a 
própria infecção são exacerbadas quando há expansão desregulada de Th17, em resposta 
aos fungos C. albican e A. fumigatus. Nesses modelos de infecção, IL-23 e IL-17 foram 
capazes de subverter a imunidade mediada por neutrófilos resultando em patologia 
inflamatória severa no tecido, associada com a infecção [181]. 
Assim, considerando que o processo inflamatório induzido por IL-23 e IL-17 
pode favorecer o processo de infecção e prejudicar a imunidade aos fungos, modulação 
da resposta inflamatória representa uma estratégia em potencial para estimular a 





3.2.7 Depleção de células CD25+ repercute em maior redução da 
carga fúngica nos primeiros 15 dias de infecção, todavia se opõe ao 
processo de remissão da doença observada no modelo murino 
A regulação da resposta imune de maneira adequada é essencial para o controle 
da resposta imunológica no curso das infecções, minimizando os eventuais danos 
decorrentes de uma resposta exacerbada, prevenindo-se igualmente patologias auto-
imune. As células T reguladoras (Treg), caracterizadas pela alta expressão de CD25 e 
comandadas pelo fator de transcrição Foxp3, são responsáveis por limitar a auto-
imunidade e a inflamação crônica [206]. Sendo assim, investigar a atuação dessa 
população no âmbito da CBM se torna extremamente relevante, uma vez que a doença 
cursa com processo inflamatório crônico, não sendo capaz de eliminar completamente o 
fungo das lesões [129]. 
Para avaliar o papel das células Treg no curso da CBM murina foi utilizado 
modelo de depleção dessa população pelo tratamento endovenoso e intralesional de 
anticorpos monoclonais anti-CD25. Em que pese as limitações do uso desse modelo, 
muito pelo fato de que outros linfócitos ativados também expressam CD25 em sua 
superfície, depleção de Treg com anti-CD25 tem sido empregado como modelo 
alternativo na ausência de animais transgênicos com depleção seletiva de Treg 
[207,208].  
Análise do perfil populacional de linfócitos T CD4+ em animais tratados com 
anti-CD25 mostra redução significativa na população T CD4+ expressando Foxp3, no 
coxim plantar e principalmente no linfonodo poplíteo (Figura 34, A-B). Entretanto, o 
tratamento com anti-CD25 não foi capaz de alterar significativamente a frequência de 




Figura 34. Avaliação do percentual de linfócitos T CD4+ ativos expressando Foxp3 no linfonodo de 
animais tratados com anti-CD25 ou isotipo controle (IC) (A). Percentual das demais subpopulações tanto 






Considerando que o tratamento com anti-CD25 não repercute necessariamente 
na eliminação total de células CD25+ e, visando confirmar se o tratamento com anti-
CD25 de fato repercute em redução da população de Treg, foi procedida seleção dos 
linfócitos CD4+ CD25+ Foxp3+, dentre a população de CD4+ CD44
hi
 CD25 presente 
no linfonodo dos animais tratados (Figura 35, A). Conforme esperado, a população de 
Treg encontra-se drasticamente reduzida nos animais tratados com anti-CD25 em 
comparação com aqueles tratados com isotipo controle (Figura 35, B-C). 
Ao se avaliar o curso da doença em ambos os grupos é possível notar a 
manutenção do processo inflamatório nos animais tratados com anti-CD25, por um 
tempo maior comparado aos animais controles (Figura 36, A e C). Já análise de CFU 
mostra uma redução significativa na carga fúngica nesses animais no período de 15 dias 
após a infecção (Figura 36, B). 
Entretanto, a redução da carga fúngica observada após 15 dias de infecção em 
animais tratados com anti-CD25 não repercutiu em processo de remissão antecipada 
desses animais. Ao contrário, foi observado que após esse período os referidos animais 
não foram capazes de reduzir a sua carga fúngica no estágio tardio da infecção, 
favorecendo a persistência do fungo no tecido (Figura 36, B). 
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Figura 35. Confirmação da redução da população de Treg no linfonodo drenante (B-C) de animais 




Figura 36. Análise morfométrica (A e C) e quantificação de CFU (B) no curso da CBM em animais com 
redução na população de Treg. *P<0,05. 
 
Análises in situ, por meio de imunohistoquímica de lesões de pacientes com 
CBM, revelaram uma quantidade significativamente menor de células Treg presentes na 
lesão desses pacientes em comparação a outras micoses, sendo semelhantes aos 
apresentados em indivíduos sadios [123]. Dessa forma, analisando esses resultados em 
conjunto com os dados mostrados no capítulo II, podemos concluir que a falha no 
controle da resposta inflamatória intensa, induzida pela presença de células muriformes 
no estágio tardio da infecção, pode estar relacionada com a falha na modulação da 
resposta imunológica do hospedeiro, repercutindo na permanência do fungo no tecido e 
na cronificação da doença. 
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Um número crescente de imunoterapias envolvendo a indução de Tregs, como 
aquelas utilizando rapamicina, IL-2 e anticorpos anti-células T têm sido testadas com 
sucesso em diversos aspectos clínicos. Essas terapias exercem seu efeito 
imunossupressor ao eliminar células T efetoras de modo a desequilibrar a balança em 
favor das células Treg [209]. Outra abordagem tem sido a expansão ex vivo de Tregs 
para posterior administração em pacientes. Métodos de expansão de Tregs envolvem 
protocolo com cultura de 14 dias com anti-CD3/28 e IL-2. As células expandidas em 
cultura são capazes de manter suas funções imunossupressoras e possuem características 
consistentes com Tregs naturais, incluindo alta expressão de CD25 e Foxp3 [210]. 
Testes clínicos administrando células Tregs expandidas à pacientes já tem sido utilizado 
como meio de suprimir a resposta autoimune e favorecer o desenvolvimento de 
tolerância [211]. 
Nesse sentido, futuras terapias no tratamento da CBM poderão ser desenvolvidas 
com base na modulação da resposta imune, por meio de células T reguladoras, 
reduzindo a resposta inflamatória exacerbada e direcionando a resposta efetora para 




Considerações Finais, Conclusões e Perspectivas 
Os fungos são organismos ubíquos, de modo que todos os dias somos expostos à 
diferentes fungos, alguns inclusive com potencial infectivo. Devido à prevalência desses 
microorganismos em vários ambientes e à baixa incidência de patogenicidade, não é 
raro subestimar a sua importância na saúde pública. Na verdade, os fungos podem ser 
patógenos formidáveis e quando dado a oportunidade de causar infecções, 
especialmente em indivíduos imunocomprometidos, podem estabelecer doenças 
severas, cujo tratamento pode se prolongar por uma vida e para as quais as técnicas 
atuais de diagnóstico e as opções de terapia são inaceitavelmente limitadas [212]. 
Infecções na pela, nas unhas e nas mucosas ocorrem em aproximadamente em 25% da 
população mundial e embora a incidência de infecções fúngicas invasivas seja 
consideravelmente menor, elas são extremamente relevantes devido à alta taxa de 
mortalidade [212]. 
Embora a cromoblastomicose (CBM) não seja reconhecida por seu grau de 
letalidade, essa compreende uma importante micose subcutânea crônica, cujas 
complicações podem levar a destruição de órgãos linfáticos, hiperplasias e a eventual 
amputação de membros acometidos com a doença, causando, ainda, autos níveis de 
morbidade entre os pacientes acometidos com a doença [205]. A CBM é considerada 
uma das mais micoses mais difíceis de tratar, principalmente devido à sua natureza 
recalcitrante, sobretudo nas formas clínicas mais severas. O tratamento consiste 
geralmente de longos períodos de terapia com antifúngicos, comumente associados a 
tratamentos físicos como: cirurgias, crioterapia e termoterapia [54,213,214].  
Considerando que a maioria dos estudos relacionados à CBM é realizada em 
pacientes com a doença já estabelecida, carecendo a literatura de maiores informações 
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acerca de sua patogenia e, ainda, por ser tratar de uma doença cujos índices de cura 
clínica e micológica variam grandemente de 15 a 80% [215], o presente trabalho foi 
executado visando ampliar a compreensão da imunopatologia da doença, avaliando-se a 
modulação da resposta inflamatória observada na CBM pelas formas do fungo F. 
pedrosoi.  
Após infecção dos animais de experimentação com diferentes formas do fungo 
F. pedrosoi foi observado que células muriformes, ao contrário de conídios, são capazes 
de induzir intenso processo inflamatório no tecido, estando relacionadas com o aspecto 
inflamatório granulomatoso, característico da doença. Conídios, por sua vez, ao 
esquivar-se dos mecanismos inflamatórios da imunidade inata, contribuem para a 
adaptação do fungo ao hospedeiro e para o caráter oportunista geralmente observado nas 
infecções fúngicas [216].  
Apensar da importância óbvia de alguns fatores de virulência, a patogenicidade 
não pode ser considerada como uma característica inerente dos fungos. Esses possuem 
uma relação complexa com o sistema imune dos vertebrados, muito por conta de 
características importantes como a habilidade de existirem em diferentes formas e de 
alterná-las durante a infecção. Tal habilidade dos fungos leva a mudanças fenotípicas e 
à variabilidade antigênica, acarretando na existência de uma multiplicidade de 
mecanismos de reconhecimento e de ação [217]. 
Já é sabido que a interação parasito-hospedeiro resulta em uma comunicação 
bidirecional onde ambos, o microrganismo e as células do hospedeiro estão em 
permanente diálogo, influenciando o comportamento um do outro. Nesse contexto, após 
ensaio de interação de macrófagos com diferentes formas do fungo, foi visto que 
interação com células muriformes, mas não com conídios, induzem em intensa 
regulação positiva de genes relacionados com a resposta inflamatória, acarretando na 
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produção de altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, ao passo que os mecanismos 
efetores das células do hospedeiro e expressão de genes importantes na ativação da 
resposta imune adaptativa estão inibidos. Em conjunto, esses resultados mostram 
diferentes perfis de interação fungo-hospedeiros, conforme a forma do fungo em 
questão. 
Um estado de doença fúngica crônica ou intratável pode ser resultado de uma 
resposta inflamatória exacerbada a qual, provavelmente, compromete a capacidade do 
hospedeiro em lidar com as células infectivas do fungo, e não de uma susceptibilidade 
"intrínseca" à infecção. Assim, as doenças fúngicas representam um paradigma 
importante na imunologia, uma vez que podem resultar tanto da ausência de 
reconhecimento quanto da superativação da resposta inflamatória [67]. No caso da 
CBM, essa cursa com processo inflamatório crônico, sendo agravada pela ocorrência de 
infecções secundárias [33].  
Ao contrário do que ocorre em pacientes que desenvolvem a doença, os quais 
mantêm carga fúngica e processo inflamatório crônico por longos períodos de tempo, 
todos os modelos murinos descritos até a presente data, tendem a remissão após curto 
período de infecção. O que se observa no modelo murino utilizado no presente trabalho 
é o estabelecimento de um padrão de resposta efetiva capaz de lidar com a infecção e a 
presença de diferentes formas do fungo, levando ao processo de remissão da doença e 
sem que ocorra a cronificação da doença como observada em humanos. 
Após investigar a participação das sub-populações de linfócitos T auxiliares no 
curso da CBM experimental foi visto grande participação dos linfócitos T CD4+ 
expressando Foxp3 no linfonodo drenante, favorecendo um ambiente regulado da 
resposta imune. No coxim plantar, por sua vez, foi observada atuação coordenada das 
subpopulações de linfócitos T, onde a polarização inicial de Th17, acompanhada de 
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percetual elevado de células CD4+ Foxp3+, é sucedida nos estágios mais tardios por 
Th1. A polarização inicial de Th17 foi fundamental para a redução da carga fúngica 
naquele período de infecção, como visto no ensaio de neutralização de IL-17A, período 
em que as células do fungo são compostas majoritariamente por fragmentos de hifas. 
Após 14 dias de infecção, período em que a maioria das células fúngicas se transformou 
em células muriformes, é possível observar o início da sucessão das células Th17 pelos 
linfócitos Th1, tido como o padrão de resposta mais eficaz na resposta às células 
muriformes, geralmente localizadas no interior de células multinucleadas gigantes. 
Altas doses de IL-17A nas lesões representam, em termos, uma estratégia do 
hospedeiro contra infecções fúngica. Todavia, uma resposta intensa media por Th17 
pode se sobrepor ao papel regulatório das Treg de modo que tal desbalanço pode 
eventualmente resultar em uma resposta menos efetiva contra o fungo [123]. Assim, ao 
controlar a qualidade e a magnitude das respostas efetoras da imunidade inata e 
adaptativa, as células Tregs podem ser responsáveis por um espectro amplo de resposta 
do hospedeiro, variando desde a tolerância protetiva (definida como uma resposta do 
hospedeiro que assegura a sua sobrevivência ao trocar a resposta imunológica 
esterilizante, por uma regulação negativa, limitando a eliminação do patógeno) até a 
notória imunossupressão [67]. 
O balanço da população de Th precisa ser adequado em cada fase do processo de 
infecção, atuando de forma dinâmica. Perturbações nesse balanço, como visto nos 
ensaios com animais dectina-2 KO, podem prejudicar a eliminação do fungo na fase 
inicial da doença sem, contudo, comprometer o processo de remissão da doença 
observado no modelo murino. Entretanto, perturbações envolvendo a neutralização de 
IFN-γ e a redução da população de Treg nos indivíduos infectados, acabaram por 
retardar o processo de remissão da doença desses animais. 
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Há que se pensar, então, que eventual falha na modulação pelas Tregs da 
resposta inflamatória induzida por células muriformes, aliada a uma resposta Th1 
ineficiente, constituem fatores determinantes para o desenvolvimento da CBM em 
humanos.  
Em suma, após análise conjunta dos dados é possível concluir que: 
I. Conídios e células muriformes atuam de maneira distinta na modulação da 
resposta imune. 
II. Células muriformes atuam fortemente no estabelecimento da resposta 
inflamatória crônica no curso da CBM, estimulando a produção de diversos 
mediadores pró-inflamatórios; 
III. Conídios podem desempenhar papel importante na patogenia da doença uma 
vez que esse pode permanecer longos períodos sem necessariamente induzir 
resposta imune (latência); 
IV. A produção de IL-17A é importante na eliminação de células fúngicas na 
fase inicial da doença (principalmente hifas). No entanto, sua produção 
desregulada pode ser prejudicial na fase crônica da doença por promover 
uma resposta inflamatória exacerbada; 
V. O balanço entre Th1 e Th17, mediado por Treg, é essencial para o processo 
de remissão da doença observado na CBM murina; 
 
Por fim, concluído o presente trabalho, tem-se que esse contribui sobremaneira 
para uma melhor compreensão da imunopatologia da CBM, fornecendo elementos 
relevantes que podem ser utilizados para o desenvolvimento de novas terapias, capazes 
de modular a resposta imunológica do hospedeiro para aquela mais efetiva. Trabalhos 
futuros, identificando em detalhe a ação das células T regulatórias no curso da doença, 
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podem trazer elementos cada vez valiosos no entendimento da patogenia da doença, 
além de se apresentar como uma opção terapêutica promissora no tratamento, não só da 
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